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Etude du récepteur de l’EGF dans les kératinocytes épidermiques en réponse au stress induit par la 
méthyl-β-cyclodextrine 
 
L’épiderme constitue une des protections les plus importantes de l’organisme face à l’environnement 
extérieur. L’homéostasie de cette couche, constituée essentiellement de kératinocytes et localisée en surface 
de la peau, est maintenue par la balance entre la prolifération des kératinocytes de la couche basale et la 
desquamation des cellules mortes de la couche cornée. Parmi les éléments régulant cette homéostasie, le 
récepteur de l’EGF active de nombreuses voies de signalisation induisant tant la survie cellulaire que la 
prolifération ou encore la migration des cellules. Sa régulation par des régions membranaires particulièrement 
denses et riches en cholestérol nommées lipid rafts, en font un sujet d’étude crucial dans la physiologie du 
kératinocyte épidermique. En effet, la séquestration du cholestérol membranaire par la molécule 
heptasaccharidique méthyl-β-cyclodextrine induit l’activation du récepteur de l’EGF.  
Nos résultats indiquent que le retrait du cholestérol suite à un traitement d’une heure en présence de MβCD 
résulte en l’activation/désactivation de nombreuses voies de signalisation (EGFR, p38, Akt). La récupération 
des signalisations normales est cependant possible si les cellules peuvent re-synthétiser cet élément essentiel 
de la membrane plasmique lors de périodes de récupération. 
Nous nous sommes également intéressés aux évènements régulant l’activation du récepteur de l’EGF lors de la 
déplétion du cholestérol membranaire ainsi qu’à son processing suivant son activation. Nos résultats indiquent 
que l’activation de ce récepteur de l’EGF dépend du clivage et de la libération de l’amphiréguline dans le milieu 
extracellulaire mais également de processus indépendant de ligand. De plus, la sécrétion d’amphiréguline, plus 
importante suite au retrait du cholestérol membranaire, pourrait être due à l’activation successive d’une Src 
kinase et d’une métallo-protéase encore non-identifiées.  
Une fois le récepteur de l’EGF activé dans ces conditions, il forme des dimères et est internalisé suivant une 
cinétique relativement lente lors de la récupération qui suit la déplétion du cholestérol. Cette internalisation 
semble de plus être dépendante de l’activation de la MAPK p38 et se produit également lorsque les 
kératinocytes sont soumis à des stress relevant d’un point de vue physiologique pour l’épiderme comme des 
scratch ou une incubation en présence de DNFB, une molécule sensibilisante. 
Nos résultats suggèrent donc un double processus d’activation du récepteur de l’EGF en réponse à la déplétion 
du cholestérol (indépendant ou dépendant d’un ligand) ainsi qu’une éventuelle participation de ces régions 
membranaires dans la mise en place des réponses développées par les kératinocytes en situation de stress 
résultant notamment en l’internalisation du récepteur de l’EGF. 
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                    Liste des abbréviations 
ADAM17/TACE 
a disintegrin and metallopeptidase domain 
17/TNFα converting enzyme 
AIP4/Itch 
itchy E3 ubiquitin protein ligase homolog 
(mouse) 
Akt thymoma viral proto-oncogene 
AP-1 activator protein-1 
AP2 adaptator protein 2 
AR amphiregulin 
Arp2/3 actin related protein 2/3 complex 
ATF2 Activated Transcription Factor 2 
ATP adénosine tri-phosphate 
Bad Bcl2-antagonist of cell death 
BrdU Bromodeoxy Uridine 
BS3 Bis(sulfosuccinimidyl)suberate  
BSA bovin serum albumin 
CaM Calmodulin 
CaMKII Calmodulin Kinase II 
Cbl Casitas B-lineage lymphoma 
CCD  Charge-Coupled Device 
CCP clathrin coated pit 
CCV clathrin coated vesicule 
CD2AP CD2 associated protein 
CIE clathrin independent endocytosis 
CIN85 85-kD CBL-interacting protein 
CK2 Casein Kinase 2 
CREB cAMP response element-binding 
CTx-B Cholera toxine B subunit 




DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
DMSO diméthyl sulfoxide 
DNFB 1-fluoro-2,4-dinitrobenzène 
DRM detergent resistant membrane 
EDTA acide éthylène diamine tetra acétique 
EEA1 early endosome antigen 1 
EGF (R) epidermal growth factor (receptor) 
ELISA enzyme-linked immuno sorbent assay 
Elk1 member of ETS oncogene family 
EPSK (A ou B) Epithélium pavimenteux stratifié 
kératinisé 
ErbB 
Erythroblastic leukemia viral (v-erb-b) 
oncogen homolog (avian) 
ERK1/2 Extracellular Regulated MAP Kinase 1/2 
ESCRT Endosomal Sorting Complexes Required 
for Transport 
GAB1 Grb2-associated binding protein 1 
GM1/GM3 Ganglioside monosyalidé 1/3 
GPI glycosil phosphatidyle inositol 
Grb2 growth factor receptor bound protein 2 
GTP guanosine-5'-triphosphate 
HaCaT Human adult/ Calcium/Temperature 
HB-EGF Heparin Binding-Epidermal Growth Factor 
HeLa Henrietta Lacks  
HER Human EGF Receptor 
HMG-CoA 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A 
HRP horse radish peroxidase 
IKKα Nuclear factor NF-kappa-B inhibitor kinase α 
IL-8 Interleukine-8 
IRdye InfaRed dye 
JMa/JMb Juxta Membrane a/b 
JNK Jun N-terminal kinase 
KGM keratinoyte growth medium 
LAMP2b lysosomal-associated membrane protein 2b 
LET-23 lethal 
MAPK mitogen-activated protein kinase 
MβCD methyl-beta-cyclodextrin 
MDM2 
Mdm2 (transformed mouse 3T3 cell double 
minute 2) p53 binding protein homolog 
(mouse) 
MEK1/2 MAP kinase-ERK kinase 
MKK MAP kinase kinase 
mTOR mammalian Target of Rapamycin 
mTORC mammalian Target of Rapamycin Complexe 
NHF normal human fibroblast 
NHS N-hydroxysulfosuccinimide  
p34cdc2 p34 cell division cycle 2 
PBS phosphate buffer salin 
PBS-T phospate buffer salin-Tween20 
PCNA proliferating cell nuclear antigen 
PDGF-R Platelet-derived growth factor (receptor) 
PDK1 phosphoinositide-dependent protein kinase 1 
PFA paraformaldéhyde 
PH plectrin homology 
PHLPP PH domain leucine-rich repeat protein 
phosphatase 
PI3K phosphatidylinositol 3-kinase 
PIP2 phosphatidylinositol 4,5-diphosphate 
PIP3 phosphatidylinositol 1,4,5 tris phosphate 
PKB protein kinase B 
PKC protein kinase C 
PLCγ phospholipase C gamma 
PP2A protein phosphatase 2A 
PTB phosphotyrosine binding domain 
PTEN Phosphatase and tensin homolog 
PTP-B1 protein tyrosine phosphatase-B1 
PVDF polyfluorure de vinylidène 
Raf 
v-raf-1 murine leukemia viral oncogene 
homolog 
Ras rat sarcoma virus oncogene 
RE reticulum endoplasmique 
RSK2 ribosomal protein S6 kinase 2 
RTK receptor tyrosine kinase 
SH2/SH3 Src homology 2/3 
Shc 
SHC (Src homology 2 domain containing) 
transforming protein 
SHP-1/SHP-2 Src homology phosphatase-1/2 
Si RNA Small interfering RNA 
Sos Son of sevenless 
Sp1 Specificity protein 1 
SPR Small proline-rich protein 
Src 
v-src sarcoma (Schmidt-Ruppin A-2)  
viral oncogene homolog (avian) 
SREBP Steroïd responsive element binding protein 
Stat5b 
signal transducer and activator of 
transcription 5b 
TCA acide trichloroacétique 
TGFα-like LIN23 TGFβ-like-Lin23 abnormal cell lineage 
TNFα Tumor Necrosis Factor alpha 
UV Ultra-violet 
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1 La peau 
La peau est l’organe le plus grand (entre 1,5 et 2 m2 de surface pour un adulte) mais également le plus 
externe de notre organisme. Etant un des organes les plus susceptibles à être exposés à des stress, la peau 
est la première ligne de défense de notre organisme en cas de nuisance et se doit de maintenir son 
homéostasie en assurant quatre fonctions : 
 Maintenir une barrière de protection permettant de garder le milieu corporel intérieur isolé et de 
limiter les pertes d’eau tout en restant semi-perméable face aux substances extérieures. 
 Permettre la thermorégulation de l’organisme en réduisant la perte de chaleur, grâce à la 
présence des tissus adipeux, tout en éliminant les excès de chaleur par le phénomène de sudation 
au niveau des glandes sudoripares. 
 Etablir une sensibilité de l’organisme vis-à-vis de l’environnement par la présence de terminaisons 
nerveuses. 
 Participer au métabolisme général de l’organisme en synthétisant la vitamine D à partir de dérivés 
du cholestérol. 
1.1 Structure 
D’un point de vue histologique, mais également anatomique, la peau est constituée de trois zones :  
o une couche profonde d’origine mésodermique, l’hypoderme. L’hypoderme est essentiellement 
composé de réserves de graisse stockée sous forme de triglycérides et d’acides gras dans les 
adipocytes. C’est dans cette couche, qui assure la jonction avec les structures anatomiques sous-
cutanées et joue un rôle de protection thermique et mécanique, que cheminent les réseaux 
vasculaires et nerveux sous-cutanés.  
o une partie interne plus épaisse (de 10 à 40 fois l’épaisseur de l’épiderme): le derme, également 
d’origine mésodermique, constitue une couche essentielle de la peau et lui confère sa résistance et 
son élasticité de par sa grande richesse en fibres conjonctives (75% de la structure). Il constitue le tissu 
de soutien de la peau et s’organise en deux structures superposées: 
INTRODUCTION 
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- le derme profond (ou réticulaire) représente la majeure partie du derme. Il est presque uniquement 
composé de fibres de collagène et de fibres élastiques disposées de façon multidirectionnelle et 
synthétisées par les fibroblastes présents dans ce tissu.  
- le derme superficiel (ou papillaire), qui doit son nom à sa surface supérieure vallonnée en forme de 
papilles ancrées sous l’épiderme. Il est composé de fibres réticuliniques et de fibres élastiques orientées 
principalement perpendiculairement à la surface de la peau. Elles jouent un rôle dans la résistance 
mécanique de la peau. Le derme papillaire est également riche en fibroblastes (responsables de la 
synthèse des macromolécules formant le tissu conjonctif du derme) et on y trouve les récepteurs des 
divers modes de la sensibilité extéroceptive, les capillaires sanguins permettant la nutrition de l’épiderme 
par diffusion ainsi que les divers annexes épidermiques (ongles, follicules pileux, glandes sudoripares et 
sébacées).  
o et enfin une partie superficielle d’origine ectodermique, nommée épiderme (dont nous allons 
expliquer la structure de façon plus détaillée dans le point qui suit), qui est un épithélium pavimenteux 
stratifié kératinisé (quatre couches). La permanence de cette partie de la peau est assurée par la 
prolifération des cellules souches localisées dans sa couche basale. 
1.2 L’épiderme 
L’épiderme est donc la couche la plus externe de la peau recouvrant l’organisme. C’est un épithélium 
pavimenteux stratifié kératinisé (EPSK) dont l’épaisseur varie de 0,05 à 1,6 mm en fonction de sa 
localisation. Quatre populations cellulaires différentes entrent dans sa composition : les kératinocytes 
(représentant 90% de la population cellulaire), les mélanocytes (cellules pigmentaires produisant la 
mélanine, importante pour la photoprotection du tissu) (Goding 2007), les cellules de Langerhans (cellules 
dendritiques participant à la réponse immunitaire) (Berger et al. 2006) et les cellules de Merkel (associées 
au système nerveux et jouant le rôle de mécanorécepteurs) (Boulais & Misery 2007).  
Les kératinocytes constituent la population majoritaire de l’épiderme et suivent un programme de 
différenciation appelé kératinisation au cours d’un parcours qui s’effectue de la profondeur de l’épiderme 
vers sa surface. En condition non pathologique, ce parcours s’effectue en +/- 30 jours et l’évolution de la 
morphologie du kératinocyte va permettre la distinction des 4 couches formant l’épiderme (schématisé à 
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a. La couche basale  
Le trajet du kératinocyte commence lors de sa "production"  au niveau de la première assise cellulaire 
formant l’épiderme : la couche basale, également appelée couche germinative. Cette couche, constituée 
d’une assise unique principalement de kératinocytes, assure par la multiplication lente de ses cellules 
souches la production de cellules à amplification transitoire dont la division rapide permet le 
renouvellement de l’épiderme et sa stratification (Figure I-2). En effet, ces cellules effectuent quelques 
divisions rapides avant de s’engager dans le processus de différenciation. A ce stade, les kératinocytes sont 
caractérisés par une morphologie cubique ou prismatique avec un noyau volumineux et un cytoplasme 
basophile. Leur cytosquelette renferme des filaments intermédiaires de kératines, principalement les 
types 5 et 14, organisés en tonofilaments autour du noyau. Dans cette couche, les kératinocytes sont 





Figure I-1 : Structure de l’épiderme. 
Les cellules de la couche basale renferment de nombreux organites qui seront progressivement 
remplacés par des grains de kératohyaline lors de la différenciation des kératinocytes. 
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Il est à noter que seuls les kératinocytes souches de la couche basale ont la capacité de proliférer. Ces 
cellules sont donc détentrices du pouvoir de régénération de l’épiderme durant toute la période de vie de 
l’organisme qu’il recouvre. Il est donc très important de protéger le bagage génétique de ces cellules, par 
exemple contre les rayonnements ultraviolets, ce qui est principalement effectué par la mélanine produite 
au niveau des mélanocytes. Ceux-ci possèdent de nombreuses dendrites qui s’insinuent entre les cellules, 
leur permettant d’être en contact avec une trentaine de kératinocytes de la couche basale. Leur fonction 
est de synthétiser les mélanines, pigments photoprotecteurs dérivés de la tyrosine qui donneront sa 
pigmentation à la peau, et de les transférer dans les kératinocytes par un processus d’exocytose-
phagocytose appelé cytocrinie. Les mélanines sont contenues dans des structures dérivées du réticulum 
endoplasmique et de l’appareil de Golgi des mélanocytes nommées mélanosomes. Ces derniers s’agrègent 
au voisinage du noyau des kératinocytes afin d’absorber les rayons UV et de minimiser leurs effets 
néfastes. Pour une revue, voir Costin & Hearing, 2007. 
b. La couche épineuse 
Dans la couche épineuse, les kératinocytes, stratifiés sur 5 à 10 assises, commencent à s’aplatir et 
adoptent une forme polyédrique. Les filaments intermédiaires de kératine, formant le cytosquelette, sont 
groupés en faisceaux denses et les nombreux desmosomes, maintenant l’unité du tissu, sont responsables 
de l’aspect épineux observé en microscopie optique. Poussés vers la surface par les cellules proliférant 
dans la couche basale, les kératinocytes vont poursuivre leur migration tout en se spécialisant de plus en 
plus. On retrouve également dans cette couche les cellules de Langerhans. Découvertes en 1868, les 
cellules de Langerhans (2-5% des cellules de l'épiderme) sont dérivées de cellules souches 
hématopoïétiques de la moelle osseuse. Comme les mélanocytes, les cellules de Langerhans sont des 
cellules dendritiques mais s'en différencient par la présence dans leur cytoplasme d'organelles spécifiques, 
les granules de Birbeck, dont la fonction reste encore indéterminée. Les cellules de Langerhans constituent 
des éléments essentiels du système de défense de l'organisme puisqu’elles sont chargées de détecter les 
corps étrangers ayant pénétré dans l'épiderme avant de rejoindre les ganglions lymphatiques et engendrer 
une réponse du système immunitaire. 
c. La couche granuleuse 
Formée de 1 à 3 assises de kératinocytes aplatis dont le noyau devient pycnotique, la couche granuleuse 
doit son nom aux nombreux grains de kératohyaline (composés principalement de profilagrine dont nous 
reparlerons plus loin). Les kératinocytes contiennent également à ce stade des petits organites sécrétoires 
provenant de l’appareil de Golgi : les corps lamellaires ou d’Odland. Ceux-ci contiennent des 
glycosylcéramides, du sulfate de cholestérol ainsi que des hydrolases lysosomales. En fusionnant avec la 
membrane plasmique, les corps d’Odland déversent leur contenu dans l’espace intercellulaire, ce qui 
constitue le ciment (que nous développerons dans le paragraphe suivant). 
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d. La couche cornée 
Les kératinocytes arrivent en surface et leur différenciation aboutit à la formation de la couche cornée 
imperméable. Les kératinocytes y sont complètement aplatis, le noyau et les organites cytoplasmiques ont 
totalement disparu et le cytoplasme est rempli de structures fibrillaires formées à partir de filaments de 
kératines et du contenu des grains de kératohyaline. Les membranes plasmiques sont devenues très 
épaisses, doublées d’une enveloppe cornée (pour des revues voir Candi et al. 2005 et Elias 2005), qui est 
constituée de plusieurs couches de protéines dont l’involucrine et la loricrine (nous en reparlerons au 
point 1.3.b). Le contenu des corps d’Odland est sécrété dans l’espace intercellulaire, formant le ciment 
participant au maintien de l’unité des cellules de la couche cornée. Ce ciment est essentiellement formé 
de céramides. Dans cette couche, l’activité métabolique a la particularité d’être extracellulaire puisque 
due à l’action des diverses hydrolases (glycosidases, phospholipases, sphingomyélinases, phosphatases, 
estérases, sulfatases et protéases) contenues dans les corps d’Odland et sécrétées lors de l’exocytose de 
ces derniers (pour une revue voir Forestier 1992). Le kératinocyte, n’étant plus qu’un amas de kératines 
entouré d’une enveloppe cornée, est alors nommé cornéocyte. 
La couche cornée est organisée en plusieurs assises de cellules dont le nombre varie selon la région du 
corps observée et définit les EPSK de type A ou épais et B ou mince. On compte en moyenne 15 à 20 
assises cellulaires au niveau de la peau du dos ou de l’abdomen (EPSK B) et plusieurs centaines au niveau 
de la plante des pieds et de la paume des mains (EPSK A).  
En surface de la couche cornée, les cornéocytes se détachent de l’épiderme lors d’un phénomène appelé 
desquamation. La couche épidermique superficielle se détache par petits lambeaux, ou squames, suite à la 
lyse du ciment intercellulaire et des cornéodesmosomes par les hydrolases acides sécrétées par les corps 
d’Odland.  
Les cornéocytes peuvent aussi augmenter l’épaisseur de la couche cornée sous l’action de traumatismes 
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1.3 Les marqueurs épidermiques 
La prolifération cellulaire ainsi que la différenciation sont des processus séquentiels caractérisés par 
l’expression contrôlée de protéines spécifiques que nous allons décrire dans ce paragraphe et qui sont 
représentés à la figure I-3. 
a. Marqueurs de prolifération 
Les cellules souches pourvoient au renouvellement continuel de l’épiderme grâce à leur capacité 
d’engendrer des cellules filles, d’abord prolifératives puis différenciées. Il est à noter que parmi les cellules 
filles se trouvent les cellules amplificatrices transitoires, possédant elles aussi une certaine capacité de 
prolifération. Ces deux populations de cellules en prolifération se différencient par leur potentiel de 
division, lent et illimité pour les cellules souches, rapide mais limité pour les cellules amplificatrices 
transitoires (Watt 1998)(voir figure I-2). Ces deux populations cellulaires correspondent aux cellules 
détectées au sein de la couche basale par l’incorporation de 3H-thymidine ou la détection des antigènes 
Ki67 et PCNA, marqueurs des cellules en prolifération.  
L’expression des intégrines épidermiques ou des kératines basales 5 et 14 permet d’identifier les 
kératinocytes de la couche basale d’un épiderme normal.  
 
Les intégrines 
Les intégrines sont des protéines-récepteurs transmembranaires dont l’expression, dans les kératinocytes 
épidermiques, est réservée à la couche basale (Watt 2002). Elles sont composées de deux sous-unités, α et 
β, dont la combinaison donne la spécificité de l’intégrine pour son ligand (repris dans le tableau I-1) 
(Takada et al. 2007). S’il existe 18 chaînes α et 8 chaînes β différentes, c’est principalement les intégrines 
des types α2β1, α3β1, α6β4 et αvβ5 qui sont exprimées dans les kératinocytes tandis que l’expression des 
intégrines de types α5β1 et αvβ6 est induite dans les kératinocytes en culture ou lors de blessures (Watt 
2002). 
Figure I-2 : Différence de prolifération 
entre les cellules souches et les cellules 
amplificatrices transitoires. 
INTRODUCTION 
- 16 - 
Les sous-unités α sont caractérisées par leur capacité à fixer les ions bivalents comme le Ca++, ou le Mg++, 
tandis que les sous-unités β sont responsables des propriétés de dimérisation (grâce à la présence de 
quatre répétitions d’une séquence riche en cystéine). De façon générale, le domaine C-terminal 
cytoplasmique est court (entre 40 et 70 acides aminés) et relié au cytosquelette d’actine. Sauf pour la 
sous-unité β4 qui possède un domaine cytoplasmique de 1088 acides aminés qui se lie aux filaments 
intermédiaires composés des kératines 5 et 14. L’association des deux sous-unités induit les propriétés 







Les intégrines de types β1, exprimées en combinaison avec les sous-unités α2, α3 et α5 dans les 
kératinocytes (Larjava 1991), sont essentiellement impliquées dans les plaques d’adhésion focale, tandis 
que l’intégrine de type α6β4 est essentiellement décrite pour participer à la formation des 
hémidesmosomes attachant les kératinocytes à la lame basale de la jonction épidermo-dermique (Jones et 
al. 1991; Dans et al. 2001). Les cellules souches exprimeraient d’avantage les intégrines α2β1 et 
α3β1 (Jones et al. 1995) ou α6β4 (Kaur 2006), ce qui servirait à les identifier et pourrait expliquer leur 
adhérence plus rapide lors de la mise en culture. 
Lorsque les kératinocytes basaux entament le processus de migration vers les couches supérieures, la 
synthèse des intégrines est arretée, tandis que les intégrines membranaires sont notamment endocytées, 
permettant (ou induisant) ainsi la migration du kératinocyte vers les couches supra-basales (Hotchin et al. 
1995).  
Les kératines 
Les kératines sont une famille de protéines fibreuses qui s’expriment par paires et s’assemblent en 
tétramères afin de former les filaments intermédiaires des cellules épithéliales. Elles sont classées en 
kératines acides/de type I (K1 à 8) ou basiques/de type II (K9 à 20) et chaque paire de kératines contient 
une molécule de chaque type (Moll et al. 2008). 
Intégrine ligand 
α2β1 collagène IV 
α3β1 laminine 332 
α5β1 fibronectine 
α6β4 laminine 332 
αvβ5 vitronectine 
αvβ6 fibronectin et 
tenascine  
Tableau I-1 reprenant les différents types 
d’intégrines épidermiques ainsi que leurs 
principaux substrats. 
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Une kératine acide et une kératine basique s’alignent tête bêche afin de former une spire enroulée, 
conséquence de leur structure en hélice α. Ces unités de base vont ensuite s’assembler en tétramères de 
70 nm de long. L’assemblage de ces unités tétramériques forme les protofilaments de 3 mm de diamètre 
dont l’agglomération forme à son tour les filaments intermédiaires d’une épaisseur de 10 nm. Ces 
filaments s’allongent depuis les desmosomes ou les hémidesmosomes jusqu’à l’enveloppe nucléaire et 
forment, avec les microtubules et les microfilaments d’actine, le cytosquelette des kératinocytes. Comme 
les kératines présentent un taux élevé en acides aminés de type soufré, la formation de ponts disulfures 
intermoléculaires confère sa rigidité à l’ensemble. Lors du processus de différenciation, les kératinocytes 
vont successivement exprimer différentes paires de kératines qui pourront servir de marqueurs.  
Le cytosquelette des cellules prolifératives de la couche basale est formé par des filaments intermédiaires 
de kératines 5 et 14 (K5/K14) qui sont surtout organisés en tonofilaments autour du noyau.  
Les filaments de kératines 5 et 14 sont également reliés aux desmosomes et hémidesmosomes, solidifiant 
ainsi l’ancrage des cellules à la jonction épidermo-dermique ainsi que leur adhérence entre elles. 
 
Figure I-3 : Schématisation du 
processus de kératinisation. 
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L’importance fonctionnelle de ces filaments a été montrée quand les kératines 5 et 14 sont mutées, 
causant la maladie connue sous le nom d’épidermolyse bulleuse simplex : la peau présente un aspect de 
cloque dû au déchirement  des kératinocytes au niveau de la jonction épidermo-dermique, du fait que le 
cytosquelette des cellules à ce niveau est fragilisé (Fuchs et al. 1994). 
Dans la couche épineuse, les cellules synthétisent d’autres filaments intermédiaires et vont remplacer la 
paire K5/K14 par la paire K1/K10 (Figures I-3 et I-3bis). Ces filaments, plus abondants et mieux organisés, 
entourent également le noyau et s’attachent aux desmosomes, procurant à la cellule une grande 
résistance à l’abrasion. De plus, l’expression de la kératine 10 pourrait être liée à l’arrêt de prolifération 
des kératinocytes puisque la sur-expression de cette kératine inhibe la prolifération de kératinocytes en 
culture (Paramio et al. 1999). 
 
Il est à noter que d’autres kératines peuvent être exprimées dans des sites spécifiques de l’épiderme 
comme par exemple K9 au niveau de la paume des mains et de la plante des pieds, ou encore K2e/K11 
dans les zones fines (Moll et al. 2008). 
b. Marqueurs de différenciation 
L’induction de la différenciation, associée à la stratification, ne s’avère pas être un processus passif où la 
cellule serait uniquement repoussée par celles en prolifération et où la perte de contact avec la membrane 
basale constituerait le signal initial. Il s’agirait plutôt d’un processus programmé qui requiert la 
participation de plusieurs facteurs comme la sortie du cycle cellulaire, l’augmentation de la concentration 
intracellulaire de calcium et l’activation de la PKC, ou encore la dégradation des intégrines.  
 
 
Figure I-3 bis : Marquage en immunohistochimie de différents marqueurs de 
différenciation. 
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Les transglutaminases 
La résistance et l’insolubilité de l’enveloppe cornée (schématisée à la figure I-4) sont des caractéristiques 
basées sur la formation de liens isopeptides covalents très stables catalysés par les transglutaminases (dont 4 
des 9 transglutaminases mammaliennes sont exprimées dans l’épiderme). Ces enzymes Ca++-dépendantes 
permettent la formation de ponts Nε-(γ-glutamyl) lysine entre les différentes protéines (i.e. loricrine, 
involucrine,…) formant l’enveloppe cornée (pour une revue voir Eckert et al. 2005). 
 
L’involucrine 
Même si elle n’est présente qu’à 2% dans la couche cornée, l’involucrine est un composé obligatoire de 
l’enveloppe cornée. Cette protéine est riche en résidus glycine et aspartate et sa structure consiste en une 
répétition d’unités arrangée en hélice α. L’involucrine est exprimée de façon précoce (couche épineuse) et 
produit, avec la périplakine et l’enveloplakine, un échafaudage moléculaire adjacent à la membrane 
plasmique auquel les autres protéines de l’enveloppe cornée s’attacheront. 
La loricrine 
L’expression de la loricrine commence dans la couche granuleuse et atteint entre 70 et 85 % de la masse 
protéique totale dans la couche cornée. Protéine inhabituellement riche en résidus glycine, sérine et 
cystéine, les modèles informatiques prédisent une structure non-organisée, permettant à la loricrine de 
contribuer à l’élasticité de l’enveloppe cornée tout en la renforçant sur sa face cytoplasmique. 
La profilagrine et la filagrine 
Localisée dans les grains de kératohyaline, la profilagrine est une protéine volumineuse (~500 kDa) et 
massivement phosphorylée. La filagrine, c’est-à-dire le produit déphosphorylé de la profilagrine, organise 
les filaments de kératines. En effet, les changements morphologiques des cellules de la couche cornée 
Figure I-4 : Schématisation de 
l’enveloppe cornée. 
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seraient dus à l’action de la filagrine qui, en faisant s’agréger le cytosquelette de kératine, induit le passage 
d’une forme cellulaire ellipsoïdale à une forme aplatie dans laquelle les filaments de kératines sont alignés 
parallèlement à la surface de l’épiderme. En plus de sa fonction structurale, la filagrine participe au 
maintien de la texture de la couche cornée par sa dégradation en acides aminés libres dont la haute 
concentration en résidus hydrophobes est essentielle pour la rétention d’eau et le maintien de 
l’osmolarité (et donc la flexibilité) de la couche cornée. 
 
Les SPR’s et autres 
Enfin, d’autres protéines telles que les SPR (anciennement dénommées cornifines ou pancornulines), 
l’élafine ou la cystatine α complètent la structure de l’enveloppe cornée. 
 
En résumé, les changements subis par le kératinocyte au cours de sa différenciation sont très diversifiés : 
la synthèse et la modification de protéines de structure, la réorganisation puis la perte d’organelles, 
l’augmentation de la taille et l’aplatissement des cellules, le changement d’un métabolisme général vers 
un métabolisme spécialisé en relation avec la kératinisation, la modification des propriétés de la 
membrane cytoplasmique, et la déshydratation progressive du cytoplasme.  
En se différenciant, le kératinocyte devient de plus en plus spécialisé et limité dans ses structures et ses 
fonctions. Au terme de la différenciation, il est devenu un amas de kératines pratiquement inerte. Cette 
propriété de kératinisation qu’ont les kératinocytes, associée à celle d’être des cellules très jointives grâce 
à leurs nombreuses jonctions cellulaires, procure à l’épiderme une résistance élevée face aux attaques de 
l’environnement. Les cellules de la couche cornée, certes mortes mais protectrices, desquament et sont 
remplacées par d’autres grâce à la prolifération des cellules basales de telle sorte que la perte et la 
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2 Evolution de modèles de culture des kératinocytes 
Comme nous l’avons vu au cours du premier chapitre, l’épiderme est un tissu complexe mêlant quatre 
types cellulaires et subdivisé en quatre couches de kératinocytes se trouvant dans des états de 
différenciation variés. Il a donc rapidement été admis que, pour étudier la physiologie des kératinocytes 
épidermiques, il fallait l’isoler de l’environnement complexe que constitue l’épiderme et obtenir un 
modèle de culture qui permet la prolifération des kératinocytes puis leur différenciation. C’est dans cette 
optique que Rheinwald et Green ont développé un premier modèle de culture dans lequel les 
kératinocytes, isolés de l’épiderme, sont ensemencés sur un lit de fibroblastes irradiés (servant de couche 
nourricière puisque toujours capables de synthétiser divers facteurs non définis), tandis que le milieu de 
culture contient du sérum de veau fœtal ainsi que de l’EGF, de l’insuline et de la toxine cholérique (pour 
son effet bénéfique sur la production d’AMP cyclique)(Rheinwald & Green 1975). Au cours de la culture, 
les kératinocytes vont entrer en compétition avec les fibroblastes afin de coloniser le substrat en plastique 
de la boîte de culture et certaines cellules vont quitter l’ancrage basal afin de migrer et produire une 
stratification qui accompagnera (ou sera induite par) la différenciation de la cellule. 
Cependant, au vu de la présence des fibroblastes et du sérum de veau fœtal dans ce modèle, tous les 
facteurs de croissance ne sont pas connus et donc ne sont pas contrôlés, générant une culture au cours de 
laquelle les kératinocytes expriment de façon précoce les marqueurs de différenciation comme 
l’involucrine et répriment les kératines suprabasales, démontrant une perturbation du programme de 
différenciation dans ces conditions de culture. Bien que ce modèle ait été utilisé dans de nombreuses 
études, il présente certaines limitations, expliquant vraisemblablement l’émergence de nouveaux 
modèles. 
En 1983, Boyce et Ham ont développé un milieu de culture (le MCDB 153) permettant la culture des 
kératinocytes en absence de couche nourricière, de sérum de veau fœtal et contenant une concentration 
en calcium de 0,3 mM. Ce type de culture reste également dépendant de l’apport d’EGF et d’extrait 
pituitaire bovin, apportant toujours des facteurs de croissance inconnus dans la composition du milieu 
(Boyce & Ham 1983). Des études ayant montré que l’augmentation de la concentration en calcium 
extracellulaire était accompagnée de la différenciation des kératinocytes murins (Yuspa et al. 1989), cet 
ion a donc été supposé être un élément régulateur de la différenciation épidermique. En effet, le calcium 
est impliqué de façon très nette dans les changements architecturaux (tels que l’assemblage des 
desmosomes ou la stratification) qui accompagnent le processus de différenciation (Hennings et al. 1980; 
Watt 1984). Cependant son implication dans le contrôle des gènes régulant la différenciation n’était pas 
très claire.    
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Il a ensuite été montré que l’extrait pituitaire bovin ainsi que les apports en EGF et insuline n’étaient 
indispensables que lors de l’initiation de la croissance des colonies clonales de kératinocytes. En effet, dès 
que les cellules atteignent une densité suffisante (entre 40 et 60% de la surface de culture), elles 
deviennent capables de proliférer sans ajout de facteurs exogènes en raison de leur capacité à synthétiser 
l’amphiréguline (Cook et al. 1991). Ce ligand active le récepteur de l’EGF, responsable de la croissance 
autocrine des kératinocytes dans ces conditions (Pittelkow et al. 1993). A partir de ce moment, les 
kératinocytes sont dans des conditions de culture où tous les facteurs sont contrôlés et qui permettent la 
mise en place du processus de différenciation équivalent à celui développé par les cellules in vivo sans 
ajout de calcium. En effet, une fois le stade de confluence atteint, la prolifération est inhibée et les 
kératinocytes exhibent les marqueurs de différenciation précoce comme l’involucrine ou la kératine 10 de 
façon indépendante de la concentration en calcium (Poumay & Pittelkow 1995). Si la culture est prolongée 
au-delà de la confluence, les kératinocytes développent un phénotype différencié (Poumay et al. 1999; 
Minner et al. 2009). 
Le modèle de culture employé actuellement au laboratoire pour la culture des kératinocytes humains 
normaux utilise le milieu de culture Epilife® développé par la firme Cascade Biologics et distribué par 
Invitrogen. Tous les facteurs présents dans ce milieu sont contrôlés. Il est donc possible d’étudier les effets 
spécifiques d’un élément ajouté au milieu de culture, mais également d’étudier les facteurs sécrétés par 
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3 Les "lipid rafts" ou radeaux lipidiques 
3.1 L’hypothèse 
La description de la membrane plasmique des cellules eukaryotes a largement évolué depuis la "mosaïque 
fluide" de Singer et Nicolson en 1972 (Singer & Nicolson 1972). Dans ce modèle, la membrane est décrite 
comme étant organisée en bicouche et les têtes polaires des phospholipides sont directement en contact 
avec le milieu extracellulaire (et non couvertes d’une couche de protéines comme proposé par Davson et 
Danielli) tandis que les protéines membranaires "flottent " dans ou en surface des lipides. Le terme fluide 
reflète d’une part, le fait que la membrane est parfaitement déformable, c’est-à-dire que les 
phospholipides peuvent exécuter quatre mouvements: diffusion latérale, rotation, battement des queues 
hydrophobes et, plus rarement, flip-flop et d’autre part, le fait que les protéines intégrales ont la 
possibilité de se déplacer latéralement dans le plan de la membrane.  
Plus tard, l’observation de cellules épithéliales, dont la membrane plasmique est polarisée en domaines 
apical et basolatéral, a révélé une distribution asymétrique des protéines à ancre GPI avec une préférence 
pour la partie apicale de la cellule. Afin d’expliquer cette distribution préférentielle, il a été proposé que 
des agglomérats de glycosphingolipides se formaient dans les feuillets exoplasmiques de l’appareil de 
Golgi, représentant des centres de triage pour les protéines destinées à être délivrées au pôle apical de la 
cellule.  
Proposée en 1997 par Simons et Ikonen, l’hypothèse des lipid rafts suppose donc l’organisation de la 
membrane en micro-domaines membranaires dynamiques dont les protéines peuvent être sélectivement 
inclues ou exclues. Cette ségrégation de lipides et de protéines est importante dans le contrôle de 
fonctions cellulaires cruciales, comme le trafic vésiculaire ou encore la signalisation (Simons & Ikonen 
1997). 
Parce que le cholestérol est une molécule rigide et qu’il enrichit les lipid rafts, il a été proposé que ces 
régions soient plus ordonnées et structurées que la membrane environnante. Par conséquent, les 
molécules se trouvant dans les lipid rafts ont une mobilité réduite par rapport aux phospholipides et 
autres molécules désordonnées les entourant (Brown & London 1998). Ce rôle crucial du cholestérol dans 
la structure des lipid rafts est attesté par le fait, d’une part qu’il a un effet condenseur sur les 
phospholipides (un mélange de cholestérol et de phospholipides occupe une surface moindre que la 
surface attendue pour la somme de ses constituants) et d’autre part, parce que des liposomes contenant 
du cholestérol génèrent des domaines résistants aux détergents équivalents aux lipid rafts (Schroeder et 
al. 1994). 
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3.2 Le concept des lipid rafts 
Les lipid rafts sont des micro-domaines membranaires et leur capacité de recruter/exclure des 
lipides/protéines spécifiques est à l’origine de leur implication dans de nombreux processus cellulaires 
comme la transduction des signaux, le trafic membranaire, l’organisation du cytosquelette, mais 
également l’entrée de certains pathogènes (Rosenberger et al. 2000; van der Goot & Harder 2001). Ces 
domaines membranaires sont enrichis en stérols, sphingolipides et phospholipides, mais contiennent 
également des protéines telles que la flotilline, les Src kinases ou encore certains récepteurs 
membranaires tels que le récepteur du PDGF, le récepteur de l’insuline ou encore le récepteur de l’EGF 
(pour une revue, voir de Laurentiis et al. 2007).  
Les lipid rafts peuvent être isolés grâce à leur insolubilité face à certains détergents à 4°C, ils ont donc 
également été nommés "domaines membranaires résistants aux détergents" (DRM), mais également 
"membranes enrichies en glycolipides", et le fait que ces domaines soient relativement ordonnés par 
rapport à la membrane environnante leur a également valu l’appellation liquid-ordered phase. Mais plus 
les expériences sont devenues performantes, plus les chercheurs se sont rendu compte que ce qu’ils 
nommaient DRM, DIG,…étaient plus ou moins la même chose, que Simons et Ikonen conceptualisèrent 
sous le nom de lipid rafts (Simons & Ikonen 1997). 
La diversité des noms donnés à ces domaines reflète l’hétérogénéité des moyens utilisés lors de leur 
analyse. De plus, le fait que la définition et la composition des rafts soient encore vagues, l’impossibilité de 
réaliser des observations directes de ces structures ainsi que les méthodes de travail variables et 
incertaines expliquent le scepticisme de certains chercheurs à l’égard de l’existence de tels domaines 
(Shaw 2006). De plus, certaines régions membranaires comme les cavéoles ont posé problème concernant 
leur appartenance ou non aux lipid rafts. Nous allons donc préciser quelles sont les distinctions, mais 
également les similitudes de ces régions membranaires. 
Les lipid rafts non cavéolaires sont des domaines dynamiques contenant des complexes moléculaires 
définis par Lai comme des "objets flottants non identifiés" (Lai 2003) car, comme nous le verrons par la 
suite, les chercheurs n’ont pas encore atteint le stade où ils peuvent définir clairement ce que sont les lipid 
rafts et quelles protéines s’y trouvent. D’une part à cause de la taille de ces domaines : ils apparaissent 
petits et instables dans les cellules au repos, tandis qu’en réponse à une stimulation, ils se rassemblent et 
coalescent afin de former des structures plus grandes et stables (Kusumi et al. 2004). D’autre part, si 
différentes techniques ont été développées afin d’étudier les lipid rafts, chacune possède des 
désavantages, essentiellement au niveau de la création d’artéfact. En effet, la visualisation en microscopie 
nécessite la fixation des échantillons avec des aldéhydes et/ou l’utilisation de sondes (anticorps, toxine 
cholérique) qui auront pour effet d’induire le regroupement des molécules contenues dans les lipid rafts 
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au lieu de les fixer dans leur configuration originale. Tandis que les techniques de centrifugation peuvent 
induire des faux négatifs : des protéines restent attachées au cytosquelette et donc ne flottent pas après la 
solubilisation; ou encore des protéines dont l’association avec les lipid rafts est si faible qu’elle ne résiste 
pas à la solubilisation (Simons & Toomre 2000). De plus, l’utilisation de détergents semble également 
interférer avec la composition des lipid rafts, rendant l’identification de leurs composants variable suivant 
le type de détergent utilisé (Heerklotz 2002; Pike et al. 2005). 
Le cholestérol paraissant être un des composants principaux des lipid rafts, la chélation de ce composé par 
des molécules comme la méthyl-β-cyclodextrine (MβCD) ou bien sa séquestration par la filipine III ou la 
nystatine sont largement utilisées afin d’étudier la composition protéique des rafts. Ces études peuvent 
évidemment être contestables du fait que la séquestration du cholestérol induit forcément une 
perturbation de la structure initiale des lipid rafts. Dans notre étude, nous allons principalement utiliser la 
MβCD afin de diminuer le cholestérol membranaire nécessaire au fonctionnement cellulaire normal. 
 
Les cavéoles sont des invaginations de la membrane plasmique de 50-70 nm. Elles sont impliquées dans 
des processus cellulaires comme le trafic des lipides (Smart et al. 1996) ou encore la transduction du signal 
(Lisanti et al. 1995). Les cavéoles contiennent une protéine de 22 kDa : la cavéoline, mais dépourvues d’un 
manteau de clathrine, à l’instar des puits couverts de clathrine (CCP). La cavéoline est une protéine 
palmitoylée du côté N-terminal et pouvant être phosphorylée sur la Tyr 14, dont la structure en épingle à 
cheveux permet la formation d’oligomères, la liaison du cholestérol (Murata et al. 1995) et la stabilisation 
des invaginations membranaires que sont les cavéoles (Fra et al. 1995). Le fait de détecter la cavéoline 
dans ce que l’on qualifiait de DRM a conduit à l’idée que ces dernières sont issues des cavéoles. 
Cependant, on trouve des DRM dans des cellules n’exprimant pas la cavéoline, et si la fraction des DRM 
peut être significativement importante, celle contenant la cavéoline est mineure (Fra et al. 1994). Il 
semblerait donc que les cavéoles ne soient qu’une catégorie de rafts membranaires. 
Figure I-5 : Représentations 
en microscopie électronique à 
transmission et schématique de 
la structure des cavéoles. 
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Le fait que les cavéoles contiennent également des agrégats de glycosphingolipides, aient besoin du 
cholestérol pour être fonctionnelles et soient impliquées dans des processus d’endocytose et de 
transcytose, rendit la fonction putative des rafts plausible puisqu’ils forment des structures partageant la 
plupart des caractéristiques des cavéoles (à l’exception de la présence de cavéoline).  
Le terme lipid rafts a donc longtemps servi (et sert encore) à englober toutes les régions membranaires 
correspondant à divers critères tels que "riche en cholestérol", "liquid-ordered phase",… et la définition à 
apporter à ces régions a été récemment déterminée. Ainsi, le terme de lipid rafts devrait être abandonné 
au profit de membrane rafts. Ceux-ci ont été définis comme étant : "Des petites structures (10-200 nm), 
hétérogènes et hautement dynamiques, enrichies en stérols et sphingolipides, qui compartimentent les 
processus cellulaires. Les petits radeaux peuvent se stabiliser afin de former des plates-formes plus larges 
par des interactions protéines-protéines ou protéines-lipides" (Pike 2006).  
Cette définition reste cependant conceptuelle puisqu’elle ne donne aucune indication quant à la 
détermination pratique des protéines présentes dans ou hors des lipid rafts. Une définition fonctionnelle 
semble impliquer la dépendance des lipid rafts au cholestérol (Foster et al. 2003). Les moyens utilisés afin 
d’étudier la structure des lipid rafts ainsi que leur composition en protéines restent également un 
problème à l’heure actuelle, puisque les études visent soit à étudier les lipid rafts dans un contexte 
particulier (tissu, type cellulaire), soit à étudier leur réaction en réponse à un stimulus particulier.  
A l’heure actuelle, si la définition apportée aux lipid rafts est physique (un domaine membranaire) et est 
imprégnée de fonctions spécifiques (signalisation et trafic intracellulaire), la définition de travail est 
biochimique : les protéines sont nécessairement localisées dans les lipid rafts (incluant les cavéoles) si elles 
sont insolubles dans les détergents non-ioniques à faible température (par exemple le Triton X-100 à 4°C) 
et flottent dans des gradients de saccharose (déterminé par la présence de cavéoline ou de flotilline). Ce 
sont ces critères biochimiques qui servent actuellement le plus souvent à isoler et identifier les lipid rafts. 
 
Quoiqu’il en soit, les scientifiques essayent de trouver une conclusion non ambiguë concernant l’origine, la 
composition en lipides et protéines, la taille et la durée de vie de ces domaines membranaires. Tout au 
long de ce travail, nous nommerons lipid rafts les régions membranaires riches en cholestérol, donc 
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4 La famille HER/ErbB 
Le récepteur de l’EGF fut le premier récepteur à activité tyrosine kinase (RTK) à être découvert (Carpenter 
& Cohen 1978). Il fut nommé ErbB en raison de l’homologie de sa portion intracellulaire avec l’oncogène 
de l’avian erythroblastosis virus, induisant les érythroblastoses chez le poulet (Downward et al. 1984). 
Après son identification, trois membres additionnels de la famille HER (Human EGF Receptor) ont été 
identifiés de par leurs similarités de structure et de fonction (Coussens et al. 1985; Kraus et al. 1989; 
Plowman et al. 1990). Malgré la conservation d’une structure générale commune, les différences 
observées dans la partie C-terminale des quatre membres de la famille HER résultent en une modification 
des molécules de signalisation interagissant avec la partie cytoplasmique des récepteurs, ce qui a pour 
conséquence d’augmenter le nombre de voies de signalisation induites par un seul ligand, ou un seul 
récepteur (Yarden & Sliwkowski 2001). 
Cette diversification des voies de signalisation dépendant des membres de la famille HER s’est développée 
au cours de l’évolution. En effet, le module de signalisation EGFR s’est complexifié, passant d’un module 
simple et linéaire chez Caenorhabditis elegans  (un récepteur LET-23 et un ligand TGFα-like LIN-3) (Aroian 
et al. 1990; Chang & Sternberg 1999), à une diversification des ligands (un récepteur DER, trois ligands 
stimulateurs Spitz, Vein et Gurken et un ligand inhibiteur Argos pour Drosophila melanogaster) (Schweitzer 
& Shilo 1997; Stein & Staros 2000), puis vers un système complexe, comportant quatre récepteurs et plus 
de dix ligands chez les mammifères (Harris et al. 2003).  
4.1 Les différents ligands 
L’intérêt au sujet de l’activation du récepteur de l’EGF par des ligands a été généré suite aux observations 
de Stanley Cohen dans les années 1960 : l’administration d’EGF à des souriceaux nouveau-nés induisait des 
effets tels qu’une ouverture précoce des yeux suggérant une croissance épidermique accélérée, ou encore 
l’éruption prématurée des dents (Cohen 1965). L’activation des récepteurs HER est donc contrôlée par la 
régulation spatiale et temporelle de leurs ligands, au nombre de onze (repris dans le tableau I-2) (Yarden & 
Sliwkowski 2001)  
Ces peptides sont produits sous forme de précurseurs ancrés en membrane par leur portion C-terminale. 
Les ligands solubles sont obtenus suite au clivage protéolytique de l’ectodomaine, constituant le facteur 
de croissance. Typiquement, un ligand peut interagir avec les récepteurs de sa cellule d’origine 
(stimulation autocrine si le ligand est clivé) ou des cellules voisines (juxtacrine s’il reste ancré en 
membrane) ou encore peut être relâché dans le milieu extra-cellulaire où il interagira avec les récepteurs 
de surface d’autres cellules en se répandant dans le tissu (stimulation paracrine) (revu dans Singh & Harris 
2005). 
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Récepteur Ligand 
EGFR HER2/ErbB2 HER3/ErbB3 HER4/ErbB4 
EGF + - - - 
TGFα + - - - 
HB-EGF + - - + 
Amphiregulin + - - - 
Betacellulin + - - + 
Epigen + - - - 
Epiregulin + - - + 
Neuregulin-1 - - + + 
Neuregulin-2 - - + + 
Neuregulin-3 - - - + 
Neuregulin-4 - - - + 
 
 
Tous les ligands des récepteurs HER contiennent une séquence consensus d’une quarantaine d’acides 
aminés connue comme étant le motif EGF. Ce motif inclut 6 résidus cystéines permettant la formation de 
trois ponts disulfures responsables de la structure en feuillet β caractérisant les membres de la famille EGF 
et leur conférant leur spécificité de liaison (revu dans Harris et al. 2003; Schneider & Wolf 2009)(voir figure 
I-6). 
Tableau I-2 reprenant les différents ligands interagissant avec les membres de la famille HER. 
Figure I-6 reprenant la structure du précurseur de 
l’EGF ainsi que du motif EGF (d’après Harris, 2003).  
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Bien que plusieurs ligands puissent se lier à un même récepteur ou que chaque récepteur (à l’exception de 
HER2) puisse lier différents ligands, les effets de l’activation des récepteurs HER ne sont pas redondants. 
En effet, les résidus phosphorylés en réponse à la liaison d’un ligand sont fonctions du ligand ainsi que de 
l’identité des partenaires d’hétérodimérisation (Olayioye et al. 1998). 
Il est à noter que les kératinocytes épidermiques ne produisent pas d’EGF (Byyny et al. 1972). Dans ces 
cellules, l’activation du récepteur de l’EGF est donc principalement tributaire de la production de TGFα, 
d’amphiréguline ou encore d’HB-EGF (Coffey et al. 1987; Hashimoto et al. 1994; Piepkorn et al. 1994). Ces 
facteurs de croissance possèdent une homologie de séquence relativement faible (˜25%) et diffèrent 
également par la distribution des sites de glycosylation et la présence (dans le cas de l’amphiréguline et 
d’HB-EGF) d’un domaine liant l’héparine (Harris et al. 2003).  
4.2 Le récepteur de l’EGF 
Le récepteur de l’EGF régule certaines fonctions fondamentales des cellules (surtout épithéliales), 
notamment la survie, la migration et la prolifération. Son importance au niveau de la peau a été 
démontrée dans les années 1980 où les premières observations établissaient une relation entre la 
croissance épidermique et la localisation du récepteur de l’EGF chez le rat (Green et al. 1983; Green & 
Couchman 1984). De plus, des études réalisées avec des souris knockout pour le gène EGFR indiquent que 
ces dernières présentent une atrophie épidermique ainsi que de sérieuses perturbations au niveau du 
développement de la peau (Miettinen et al. 1995). Le récepteur de l’EGF est donc impliqué de façon 
cruciale dans le maintien de l’homéostasie du tissu épidermique.  
4.2.1 Structure du récepteur de l’EGF 
Le récepteur de l’EGF est synthétisé sous forme d’un précurseur de 1210 résidus. Le peptide signal N-
terminal de 24 acides aminés est ensuite clivé afin de produire la forme finale de 1186 acides aminés 
(Gullick et al. 1985) (voir figure I-5) laquelle forme une glycoprotéine de 170 kDa localisée dans la 
membrane plasmique. La structure du récepteur de l’EGF comporte un domaine extracellulaire de 621 
acides aminés contenant un domaine de liaison au ligand ainsi que deux régions riches en cystéines, 
permettant la formation de dimères. Suivent un domaine transmembranaire simple de 23 acides aminés 
et un domaine intracellulaire de 542 acides aminés contenant le module tyrosine kinase et la queue C-
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Domaine extracellulaire 
Le domaine extracellulaire du récepteur de l’EGF est divisé en quatre sous-domaines notés de I à IV, 
également connus sous l’appellation L1, S1, L2 et S2. Les domaines I et III (L1 et L2) partagent 37% 
d’identité et forment le site de liaison du ligand, tandis que les domaines II/S1 et IV/S2 sont homologues 
pour un domaine riche en cystéines (CR1 et CR2) formé de trois répétitions de huit cystéines et partagent 
17% d’identité (Ferguson et al. 2003) (voir figure I-7). Ces régions permettent la formation de ponts 
disulfures nécessaires à la dimérisation des récepteurs (Abe et al. 1998). Le domaine II/S1 agit comme 
échafaudage afin de positionner les domaines I/L1 et III/L2 dans une orientation générant la formation 
d’une poche de liaison pour le ligand.  
 
Cependant, si le rôle des domaines I/L1, II/S1 et III/L2 lors de la liaison du ligand et de la formation des 
dimères est relativement bien compris à l’heure actuelle, la fonction du domaine IV/S2 reste trouble, soit 
parce que les études sont réalisées avec un mutant présentant une délétion pour cette portion du 
récepteur (Garrett et al. 2002), soit parce que la structure obtenue par cristallographie est désordonnée 
(Ogiso et al. 2002). Néanmoins, des études de la structure d’HER3 tendent à indiquer un rôle de ce 
domaine IV/S2 dans la régulation de l’affinité de liaison du récepteur pour un ligand. Cette régulation 
serait opérée par des interactions entre les domaines II/S1 et IV/S2 contraignant une réorientation des 
domaines I/L1 et III/L2, résultant en une affinité réduite du récepteur pour son ligand (Cho & Leahy 2002). 
Cette fonction putative du domaine IV/S2 est confirmée par l’étude du récepteur de l’EGF ne comportant 
que la partie 1-501. Ce mutant présente une affinité très forte pour l’EGF et le TGFα et joue le rôle 
d’inhibiteur compétitif du récepteur intact (Elleman et al. 2001). Après la liaison du ligand, le domaine 
IV/S2 pourrait agir en tant qu’écarteur en contrôlant l’orientation de domaine extracellulaire par rapport 




Figure I-7 : Représentation schématisée des principaux domaines du récepteur de l’EGF. 
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Domaine cytoplasmique 
Le domaine cytoplasmique englobe une région juxtamembranaire (dont les deux segments sont nommés 
JM-A et JM-B), une région possédant une activité tyrosine kinase et une queue C-terminale contenant cinq 
motifs d’autophosphorylation (Tyr 992, 1068, 1086, 1148 et 1173) et trois motifs d’internalisation (aa 973, 
996 et 1149).  
De façon générale, la fonction principale de la partie cytoplasmique du récepteur de l’EGF est contenue 
dans le module tyrosine kinase. En effet, la stimulation du récepteur induit la dimérisation du récepteur 
suivie d’une transphosphorylation rapide des résidus tyrosines contenus dans la boucle d’activation du 
domaine tyrosine kinase. La phosphorylation des tyrosines déclenche d’une part l’activation de la fonction 
tyrosine kinase du récepteur, et d’autre part permet la formation d’un contexte spécifique fournissant les 
sites d’interactions avec des protéines adaptatrices ou de signalisation possédant un domaine SH2 ou PTB 
(Pawson & Schlessingert 1993). 
En absence de ligand, la partie C-terminale du récepteur fonctionne comme un substrat auto-inhibiteur de 
l’activité tyrosine kinase (Zhang et al. 2006). Cette inhibition est probablement due à des torsions induites 
par le domaine extracellulaire, puisqu’en absence de ce domaine, le module tyrosine kinase est 
constitutivement actif. La liaison d’un ligand permet donc la formation d’une configuration "dimère actif", 
même si le récepteur de l’EGF ne requiert pas nécessairement un domaine tyrosine kinase 
catalytiquement compétent pour dimériser (Chantry 1995).  
4.2.2 Localisation du récepteur de l’EGF dans la membrane plasmique 
Tous les récepteurs sont synthétisés et amenés du réticulum endoplasmique vers la membrane plasmique 
ou recyclés depuis les endosomes. La distribution du récepteur en membrane pourrait donc être aléatoire 
ou être plus ciblée en confinant le récepteur de l’EGF dans des régions spécialisées comme les lipid rafts 
ou les cavéoles.  
Si Mineo et al. ont montré qu’une population significative (40-60%) du récepteur de l’EGF non stimulé 
semble être localisée dans des fractions de membrane enrichies en cavéoline (Mineo et al. 1999), d’autres 
études indiquent cependant un emplacement plus aléatoire de EGFR au sein de la membrane plasmique 
(Ringerike et al. 2002; Roepstorff et al. 2002; Pike et al. 2005). L’étude de Mineo et al. ayant été réalisée 
par fractionnement d’un gradient de densité, les résultats obtenus pourraient être dus au fait qu’une telle 
méthode ne permet pas de dissocier les protéines purement cavéolaires des protéines contenues dans les 
lipid rafts non cavéolaires, car la flottabilité des cavéoles et des lipid rafts est semblable. 
Quoiqu’il en soit, et bien que la localisation exacte du récepteur de l’EGF soit encore incertaine, il est clair 
que le cholestérol ou les régions de la membrane contrôlées par le cholestérol affectent le 
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fonctionnement du récepteur de l’EGF (Chen & Resh 2002; Pike & Casey 2002; Orr et al. 2005), la 
localisation de EGFR pouvant être dynamique et l’interaction entre le récepteur de l’EGF et d’autres 
protéines de la membrane étant affectée par leur microenvironnement membranaire. 
De plus, si la localisation membranaire du récepteur de l’EGF est baso-latérale dans les cellules épithéliales 
polarisées (Kuwada et al. 1998), dans les kératinocytes, aucune asymmétrie spatiale n’est observée dans 
les kératinocytes des couches basales. En effet, ce n’est qu’à partir de la couche granuleuse que les 
claudines et les occludines sont synthétisées de façon concomitante, permettant la formation des 
jonctions serrées responsables à ce niveau de la polarisation des kératinocytes dans l’épiderme (Tsukita & 
Furuse 2002; Morita & Miyachi 2003).    
4.2.3 Activation du récepteur de l’EGF 
Liaison du ligand et changement de conformation 
Les complexes ligand-récepteur sont arrangés en forme de "C" dans laquelle le ligand est coincé entre les 
domaines I/L1 et III/L2 du récepteur. Cette liaison va imposer des contraintes d’arrangement impliquant 
un déploiement de la partie extracellulaire. La conséquence la plus notable de ce déploiement est 
l’exposition d’une boucle du domaine II/S1 : une région d’une vingtaine de résidus (appelé bras de 
dimérisation), formant une épingle à cheveux saillant du domaine II de chaque récepteur, va ainsi dévoiler 
les sept résidus extrêmes de la boucle servant de "main" qui pourront ainsi interagir avec l’autre membre 
du dimère en formant des ponts disulfures et qui peuvent donc stabiliser la conformation déployée (Ogiso 
et al. 2002) (voir figure I-8). 
Deux populations de récepteurs co-existent : elles sont reconnues par leurs constantes de dissociation 
reflétant leurs affinités pour le ligand. Une minorité des récepteurs (2-5%) ont une affinité très forte (0,1 
nM), tandis que la majorité des récepteurs ont une affinité plus faible, ne leur permettant de lier l’EGF 
qu’à des concentrations de 10 nM (Ozcan et al. 2006). 
Dimérisation 
Comme expliqué précédemment, la liaison d’un ligand au récepteur de l’EGF induit la stabilisation de la 
dimérisation des récepteurs de l’EGF. Cette dimérisation pourrait être due à trois possibilités topologiques: 
o Une interaction avec deux molécules d’EGF.  
o la "bivalence du ligand" (c’est-à-dire la possibilité pour chaque ligand de lier deux récepteurs) 
(Gullick 1994).  
o un mécanisme induit par le récepteur durant lequel la liaison du ligand induit des changements de 
conformation induisant l’exposition d’une surface de dimérisation. 
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L’étude par cristallographie de molécules d’EGF complexées au récepteur a permis de réfuter certaines de 
ces hypothèses et montrer que l’interaction ligand récepteur est de type 2:2 (deux molécules de ligand 
pour deux récepteurs), chaque ligand interagissant avec les domaines I/L1 et III/L2 d’un récepteur 
(Lemmon et al. 1997). Il est intéressant de noter que tous les contacts intermoléculaires sont médiés par le 
récepteur de l’EGF lui-même et non par le ligand comme c’est le cas pour d’autres récepteurs comme le 
récepteur de l’IFN γ (Fountoulakis et al. 1990). 
Malgré l’importance de son rôle dans l’activation du récepteur de l’EGF, il semblerait que la dimérisation 
du récepteur de l’EGF soit un événement mécanistiquement dissociable de son activation étant donné 
qu’on trouve des dimères pré-formés en membrane (Yu et al. 2002; Tao & Maruyama 2008). Ces dimères 
se forment dans le réticulum endoplasmique et restent inactifs puisque le ligand est nécessaire dans 
l’induction d’une torsion de la partie transmembranaire du récepteur. Cette rotation cause la dissociation 
des domaines intracellulaires, permettant à la partie catalytique du domaine tyrosine kinase d’être 
accessible pour ses substrats tyrosines (Moriki et al. 2001) (Figure I-9). Le rôle de la dimérisation reste 
cependant difficile à analyser de façon indépendante de l’activité kinase du récepteur puisqu’on ne 
dispose pas à l’heure actuelle d’inhibiteur spécifique de la dimérisation (qui donc n’affecterait pas l’activité 
kinase). 
Activation du module tyrosine kinase 
Il est généralement accepté que l’activation du récepteur de l’EGF de façon dépendante d’un ligand est 
suivie par l’activation du domaine catalytique du module tyrosine kinase et de la transphosphorylation 
intermoléculaire de résidus tyrosine clés. Le module tyrosine kinase est constitutivement inactif du fait 
que la boucle d’autophosphorylation adopte une configuration qui entrave son accès à l’ATP ainsi qu’aux 
Figure I-8 : Représentation schématique de la séquence de dimérisation du récepteur de l’EGF 
(adapté de Linggi & Carpenter 2006).Une fois le ligand présent, sa liaison à son site (entre les domaines II et 
III) induit un déploiement du récepteur, exposant les bras de dimérisation. 
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substrats tyrosines. Après liaison du ligand, la boucle acquiert une "configuration ouverte" permettant 
l’accès de l’ATP et des substrats, résultant en une augmentation de l’activité tyrosine kinase du récepteur 
(Zhang et al. 2006).  
Les deux domaines tyrosine kinases forment un dimère asymétrique où le lobe C du récepteur receveur 
interagit avec le lobe N du récepteur activateur. Cette interaction active le domaine tyrosine kinase du 
récepteur activateur qui pourra alors phosphoryler les tyrosines de la queue C-terminale du récepteur 
receveur (voir figure I-9).  
 
Il est à noter que le domaine transmembranaire du récepteur de l’EGF contient également un point de 
dimérisation (Duneau et al. 2007) et que les segments juxtamembranaires JM-A des récepteurs activateur 
et receveur forment également des dimères hélicoïdaux rassemblés de façon parallèle ou anti-parallèle 
(Jura et al. 2009; Red Brewer et al. 2009). Ces segments juxtamembranaires sont par ailleurs requis lors de 
l’activation du domaine tyrosine kinase du récepteur de l’EGF puisque la délétion de ces régions résulte en 
la perte de l’activité kinase du récepteur (Thiel & Carpenter 2007).  
 
Beaucoup de protéines à activité tyrosine kinase ne catalysent pas uniquement la phosphorylation de 
substrats exogènes, elles peuvent également être l’objet de leur propre autophosphorylation sur de 
multiples sites endogènes. La perte de ces sites de phosphorylation suite à la délétion de la partie C-
terminale semble être la marque de nombreux oncogènes dérivés de ces protéines à activité tyrosine 
kinase (revu par Yarden & Ullrich 1988). Il a donc été suggéré que de telles délétions pouvaient jouer un 
rôle dans la transformation oncogénique et les différents sites, tant d’autophosphorylation (tyrosines) que 
de phosphorylation (sérines/thréonines) du récepteur de l’EGF ont été investigués. Nous ne décrirons ici 
que les sites les plus importants.  
Figure I-9 : Schématisation des changements de conformation induisant l’activation du module 
tyrosine kinase. 
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 Phosphorylation des tyrosines 
Tous les sites de transphosphorylation des tyrosines du récepteur de l’EGF ont été conservés chez les 
mammifères et sont localisés en aval du domaine tyrosine kinase. Trois de ces sites sont dits majeurs (Tyr 
1068, 1148, 1173) et deux sont mineurs (Tyr 992 et Tyr 1086).  
Toutes les tyrosines, une fois phosphorylées, vont former un contexte de liaison pour des protéines 
contenant des domaines SH2 ou PTB. Certaines de ces protéines sont des adaptatrices comme: 
o la protéine Shc, qui possède des sites de liaison au niveau des pTyr 1148 et 1173, la pTyr 1148 
étant le site majeur de liaison permettant la transduction du signal entre le récepteur de l’EGF et 
Ras (Okabayashi et al. 1994).  
o Grb2, jouant un rôle important dans la signalisation dépendant de Ras. Sa structure contenant un 
domaine SH2 flanqué de deux domaines SH3 lui permet de se lier directement au récepteur ou 
avec la molécule adaptatrice Shc. Le site majeur de liaison directe de Grb2 sur le récepteur de 
l’EGF est la pTyr 1068, bien que la pTyr 1086 soit un site mineur de liaison et que la pTyr 1173 
permette la liaison du complexe Grb2/Shc (Batzer et al. 1994). 
D’autres sont des enzymes qui seront activées suite à la phosphorylation de leurs tyrosines par le 
récepteur de l’EGF :  
o la PLCγ est recrutée majoritairement par la pTyr 992, et plus faiblement par la pTyr 1173 (Vega et 
al. 1992) 
o l’ubiquitine ligase Cbl lie la pTyr 1045 (Levkowitz et al. 1999; Waterman et al. 2002), menant à 
l’ubiquitinylation du récepteur et sa dégradation subséquente dans les lysosomes (Grovdal et al. 
2004). Mais Cbl peut également jouer le rôle de molécule d’échafaudage en faisant le lien entre les 
pTyr 1068/1086, Grb2 et la voie PI3K/Akt (Okutani et al. 1994). 
o les phosphatases PTP-1B, interagissant avec les pTyr 992 et 1148 (Milarski et al. 1993), SHP-1, qui 
reconnait la Tyr 1173 (Keilhack et al. 1998), et SHP-2 pour la pTyr 992 (Agazie & Hayman 2003). 
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Comme nous l’avons indiqué précédemment, une protéine à activité kinase peut phosphoryler, mais elle 
peut également se faire phosphoryler par d’autres kinases. Au niveau des tyrosines, la phosphorylation des 
Tyr 845, 920 et 1101 est due à l’activité des Src kinases (Stover et al. 1995; Biscardi et al. 1999). Dans le cas 
de la Tyr 845, sa phosphorylation conduit à une synthèse d’ADN dépendant de l’activation 
transcriptionnelle du facteur Stat5b (Kloth et al. 2003), mais également à la liaison de la sous-unité II de la 
cytochrome c oxidase mitochondriale (coxII), pouvant jouer un rôle dans la régulation du processus 
apoptotique (Boerner et al. 2004). De plus, la phosphorylation de la Tyr 845 par les Src kinases pourrait 
induire une activation du domaine kinase du récepteur de l’EGF indépendamment de la présence d’EGF, 
suggérant sa participation à des processus d’activation indépendamment du ligand (Donepudi & Resh 
2008). La phosphorylation de la pTyr 920 permet le recrutement de la PI3K (Stover et al. 1995). 
Figure I-10 : Localisation 
des différentes tyrosines 
phosphorylées lors de 
l’activation du récepteur de 
l’EGF ainsi que des protéines les 
liant (adapté de Sebastian et al. 
2006). 
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 Phosphorylation des Thréonines 
En plus des résidus tyrosine, le domaine cytoplasmique du récepteur de l’EGF renferme des résidus sérine 
et thréonine dont la phosphorylation peut également jouer un rôle dans le processing du récepteur de 
l’EGF. Par exemple, la phosphorylation de la Thr 654 par la PKC va réduire le taux d’internalisation du 
récepteur (Lund et al. 1990) et induire préférentiellement un recyclage de ce dernier suite à son 
internalisation (Bao et al. 2000). Mais la Thr 654 peut également être liée par la calmoduline (CaM), ce qui 
a pour conséquence de prévenir sa phosphorylation par la PKC (Martin-Nieto & Villalobo 1998; Li et al. 
2004) et de stabiliser le récepteur sous forme monomérique pour l’empêcher de dimériser (Aifa et al. 
2006).  
D’autres résidus sont phosphorylés, principalement par la MAPK p38, en situation de stress. Les thréonines 
669 et 693 sont des sites de phosphorylation du récepteur de l’EGF qui participent à l’endocytose du 
récepteur lorsqu’il est activé par un ligand (Heisermann et al. 1990), mais qui peuvent également être 
phosphorylés par la MAPK p38 en réponse à la cisplatine (Winograd-Katz & Levitzki 2006). Le segment 
1002-1022 contient de nombreux résidus Ser/Thr qui pourraient être phosphorylés par p38 lors de stress 
tels qu’une exposition aux UV (Zwang & Yarden 2006). 
 
 Phosphorylation des Sérines  
Quelques résidus sérine du récepteur sont la cible de phosphorylations. La CaMKII est impliquée dans la 
phosphorylation des sérines 1046/1047 (Countaway et al. 1992; Theroux et al. 1992) et 1057/1142 
(Feinmesser et al. 1999), résultant en une diminution de l’activité tyrosine kinase du récepteur. Il est à 
noter que cette activité du récepteur est également régulée par la phosphorylation de la Ser 1002 par 
p34cdc2 (Kuppuswamy et al. 1993) et que la MAPK p38 peut phosphoryler les résidus Ser 1046/1047 
(Adachi et al. 2009).  
La serine 671 est phosphorylée par la CK2 (casein kinase 2) et intervient dans l’internalisation du récepteur 
de l’EGF (Heisermann et al. 1990), tandis que la Ser 967 semble être constitutivement phosphorylée 
(Heisermann & Gill 1988). 
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La phosphorylation des résidus Ser/Thr du récepteur de l’EGF en réponse au ligand a donc essentiellement 
pour conséquence d’atténuer les réactions de signalisation engendrées par la phosphorylation des résidus 
tyrosine en induisant l’internalisation du récepteur. 
 
 
4.2.4 Signalisations activées par le récepteur de l’EGF 
L’activation du récepteur de l’EGF permet le recrutement de protéines adaptatrices. Celles-ci vont 
permettre la transmission de signaux donnant lieu à l’accomplissement d’une réponse cellulaire adaptée 
au stimulus. Parmi toutes les réponses déclenchées par l’activation du récepteur de l’EGF, nous ne 
décrirons ici que les plus importantes, la totalité des voies de signalisation étant parfaitement décrite sur 
le site : http://www.reactome.org. 
Figure I-11 : Localisation des 
différents résidus thréonines et 
sérines phosphorylés lors de 
l’activation du récepteur de l’EGF 
ainsi que des kinases responsables 
de ces phosphorylations. 
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Pour donner quelques chiffres, les signalisations activées en réponse à la liaison d’un ligand sur le 
récepteur de l’EGF comptent environ 211 réactions entre 322 entités incluant 32 kinases, 10 facteurs de 
transcription et 22 protéines adaptatrices (Oda et al. 2005). Ces réactions peuvent être regroupées selon 
leur implication dans des fonctions spécifiques comme l’endocytose, la dégradation, le recyclage ou 
encore les différentes voies de signalisation que nous allons brièvement décrire dans les paragraphes qui 
suivent et qui sont schématisées à la figure I-12.  
Activation de la voie Ras/MAPK 
De nombreuses tyrosines phosphorylées du récepteur de l’EGF fournissent un site d’ancrage à la protéine 
Grb2 par son domaine SH2. Grb2 possède également deux domaines SH3 qui vont lui permettre, entre 
autre, de recruter et d’activer la protéine membranaire Sos. Une fois activé, Sos va jouer le rôle de facteur 
d’échange de nucléotides guanyliques (Guanine Exchange Factor) et convertir la protéine membranaire 
Ras en forme active chargée de GTP. L’activation de Ras va permettre l’attachement de la protéine Raf à 
son domaine N-terminal et son activation par phosphorylation de la Ser 338. Raf activé va ensuite 
phosphoryler les Ser 217 et 221 de MEK1 et MEK2 respectivement. Le complexe MEK1/2 phosphorylé va 
se dissocier de Raf et catalyser la phosphorylation de ERK1/2 sur leur thréonine 202 et tyrosine 204. Les 
complexes ERK1/2 phosphorylés vont ensuite dimériser avant de transloquer dans le noyau où ils pourront 
phosphoryler et activer diverses protéines nucléaires dont des facteurs de transcription comme Sp1, E2F, 
Elk-1, et AP1 (Figure I-12/1).  
L’échangeur de nucléotide Sos (Son of Sevenless) a été identifié comme une protéine agissant en aval du 
produit du gène Sevenless de Drosophila melanogaster (d’où son appellation) dans la voie Ras/MAPK. Le 
complexe qu’il forme avec Grb2 peut être dissocié (et donc désactivé) suite à sa phosphorylation par ERK1, 
ERK2 ou encore RSK2 (Dong et al. 1996; Frodin & Gammeltoft 1999), désactivant ainsi les signalisations de 
la voie Ras/MAPK. 
Activation de la Phospholipase Cγ et de la Protein Kinase C 
Une fois la Tyr 992 phosphorylée, la PLCγ va être recrutée du cytosol vers la membrane plasmique et être 
activée suite à la phosphorylation de ses tyrosines 771 et 783. L’activation de la PLCγ va induire le clivage 
des PI(4,5)P2 (phosphatidylinositol 4,5-biphosphate) présent dans la membrane plasmique, générant deux 
fragments ayant une activité biologique : l’IP3 (inositol triphosphate) qui pourra activer les canaux à Ca++ 
du réticulum endoplasmique (Choi et al. 2007) et le DAG (diacyl glycérol) qui reste ancré en membrane et 
permet la liaison de la région riche en cystéine de la PKC, menant à un changement conformationnel qui 
résulte en la levée de l’auto-inhibition de l’activité kinase de la PKC (Figure I-12/2). 
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Figure I-12 : Représentation des différentes voies de signalisation activées en réponse à l’activation 
du récepteur de l’EGF.  
1 : voie des MAPK, 2 : voie de la PLCγ/PKC, 3 : voie de la PI3K. 
Il est à noter que les voies de signalisation ont été simplifiées pour une meilleure compréhension du 
schéma. 
 
Cette voie d’activation est contrôlée par la phosphatase PTP1B qui entre en compétition avec la PLCγ pour 
leur site de liaison commun (la pTyr 992) et déphosphoryle le récepteur de l’EGF (pour une revue, voir 
Rebecchi & Pentyala 2000). 
Un deuxième contrôle de l’activation de ce système est dû à l’augmentation de la concentration 
cytosolique en Ca++. En effet, la CaMKII, activée par le Ca++ libéré du RE, inhibe le domaine tyrosine kinase 
du récepteur de l’EGF en phosphorylant les Ser 1046 et 1047 du domaine catalytique de ce dernier (Tebar 




La PKC active phosphoryle également les JNK (Jun N-terminal kinases) sur leur résidu Ser 129, permettant 
l’augmentation de leur activation par les MKK 4 et 7 suite à la phosphorylation des résidus Thr 183 et Thr 
185 des JNK. L’activation des JNK permet la mise en place d’une réponse au stress suite à la 
phosphorylation de substrats comme les facteurs de transcription AP-1 (formés par l’interaction des motifs 
tirette à leucine de c-Jun et c-Fos) et ATF2, p53 ou encore  la protéine pro-apoptotique Bad. 
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Activation de la voie de signalisation PI3K/Akt 
La liaison de Grb2 au récepteur de l’EGF peut également induire l’activation de la voie de la PI3K par le 
recrutement de GAB1. La sous-unité régulatrice de la PI3K (p85) reconnait GAB1 (de façon indépendante 
de sa phosphorylation) et la sous-unité p110 vient compléter le complexe formant la PI3K (Onishi-
Haraikawa et al. 2001). Une fois la PI3K active, elle convertit les PIP2 membranaires en PI(3,4,5)P3 qui 
recrutent alors PDK1 (phosphoinositide-dependent protein kinase 1) et Akt (également connue sous le 
nom de protéine kinase B) par leur domaine PH (pleckstrin homology) au niveau de la membrane (Leevers 
et al. 1999), cette étape constituant l’étape limitative dans l’activation de Akt. Une fois Akt localisée en 
membrane, sa phosphorylation sur deux résidus est critique pour compléter son activation.  
La kinase PDK1, constitutivement active, phosphoryle la thréonine 308, résidu localisé dans la boucle 
d’activation du domaine catalytique de Akt (Alessi et al. 1997), tandis que le complexe mTORC2 exerce son 
activité kinase sur la sérine 473 située dans la partie non catalytique de la queue C-terminale de Akt. Une 
fois activée, Akt se détache de la membrane et phosphoryle ses cibles cytoplasmiques (Bad, Caspase 9, 
MDM2, IKKα,…) ainsi que nucléaires (les facteurs de transcription de la famille forkhead et CREB) afin de 
maintenir la cellule vivante (Figure I-12/3).  
Il est à noter que cette voie est automatiquement régulée lorsque le récepteur de l’EGF phosphoryle 
GAB1, induisant le recrutement et l’activation de la phosphatase SHP-2 qui, en déphosphorylant GAB1 
donne lieu à la libération de la PI3K dans le cytosol et la dissociation de ses deux sous-unités. La SHP-2 
déphosphoryle également la Tyr 992, éteignant de cette façon les signalisations dues à l’activation de la 
PLCγ. De plus, l’activation du suppresseur de tumeur PTEN reconvertit le PI(3,4,5)P3 en PI(4,5)P2, 
supprimant ainsi l’activation de Akt en réduisant son recrutement en membrane. L’activation de Akt peut 
également être régulée par l’activation des phosphatases PP2A (pour la Thr 303) et PHLPP (pour la Ser 
473). 
Nous pouvons donc constater, à ce niveau-ci, que les voies de signalisation dépendantes de l’activation du 
récepteur de l’EGF sont interconnectées et agissent les unes sur les autres, tout en partageant des 
phosphatases ou des messagers secondaires, ce qui ne simplifie pas la compréhension du système 
complexe que représente les signalisations induites par le récepteur de l’EGF. 
Voie Cbl-Ubiquitine 
Comme nous l’avons exposé précédemment, il est important que les signalisations issues du récepteur de 
l’EGF soient régulées négativement afin de ne pas entraîner une sur-activation de la réponse aux facteurs 
de croissance. En effet, cette sur-activation pourrait éventuellement entraîner le développement de 
tumeurs. En plus d’être déphosphorylé, le récepteur de l’EGF est donc délocalisé de la membrane 
plasmique par un mécanisme d’endocytose menant soit au recyclage du récepteur, soit à sa dégradation. 
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Le proto-oncogène Cbl fait partie des systèmes de régulation négative et peut être recruté de deux 
manières différentes suite à l’activation du récepteur de l’EGF : tout d’abord par son interaction avec la 
phosphotyrosine 1045 du récepteur qui constitue son site majeur de liaison (Levkowitz et al. 1999; Grovdal 
et al. 2004), mais aussi par sa liaison avec la protéine adaptatrice Grb2. Cbl participe donc autant aux 
événements amorçant l’endocytose du récepteur qu’au mécanisme assurant le routage de EGFR vers les 
lysosomes (Schmidt & Dikic 2005). 
 Rôle de Cbl dans l’endocytose de EGFR 
Cbl peut tout d’abord promouvoir l’endocytose du récepteur de l’EGF suite à son interaction avec la 
protéine adaptatrice CIN85. La liaison de CIN85 à Cbl est augmentée par la phosphorylation de ce dernier 
par EGFR. CIN85 interagit de façon constitutive avec l’endophiline, le composant régulateur des puits 
couverts de clathrine, créant une courbure négative de la membrane plasmique (Soubeyran et al. 2002). 
Cbl interagit également avec CD2AP dont l’association avec la cortactine permet leur liaison au complexe 
régulateur Arp2/3 et induit le remodelage du cytosquelette d’actine (Schmidt & Dikic 2005). CIN85 et 
CD2AP peuvent également lier la protéine adaptatrice AP2, une autre protéine intervenant dans 
l’endocytose médiée par la clathrine (Figure I-13). L’ubiquitinylation du récepteur de l’EGF par Cbl permet 
le recrutement de protéines liant l’ubiquitine comme l’epsine ou EPS15, ce qui permet de recruter 
l’endophiline et d’assurer l’internalisation du récepteur par un routage indépendant de la clathrine. De 
plus, Cbl, en inhibant la PLCγ, empêche le clivage du PI(4,5)P2 en DAG et IP3. Cette action mène à une 
augmentation de la concentration locale en PI(4,5)P2, qui est un prérequis à la formation des puits 
couverts de clathrine (Raucher et al. 2000). Cette enrichissement local en PI(4,5)P2 a également pour effet 
de recruter l’epsine, responsable de la courbure de la membrane (Itoh et al. 2001). Ce système en double 
permet d’assurer l’endocytose du récepteur, même au cas où certains membres des complexes sont 
absents ou lorsque le système dépendant de la clathrine est saturé, comme nous le verrons plus loin.   
Figure I-13 : Représentation des différentes voies de signalisation activées suite à la liaison de Cbl 
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 Rôle de Cbl dans la dégradation de EGFR 
Cbl est recruté par Grb2 et, suite à l’activation de EGFR, peut également se lier à son deuxième site 
d’ancrage : la pTyr 1045. Une fois lié au récepteur de l’EGF, Cbl peut remplir trois fonctions : être, d’une 
certaine façon, inhibiteur de la voie Ras/MAPK en entrant en compétition avec Sos pour se lier à Grb2; 
servir de protéine adaptatrice pour CIN85 ou CD2AP, impliqués dans l’endocytose ; et enfin fonctionner en 
tant qu’E3 ligase. C’est cette fonction de Cbl qui nous intéresse ici puisque menant à l’ubiquitinylation de 
EGFR. Il est à noter que l’ubiquitinylation du récepteur de l’EGF ne se produit pas uniquement lorsque le 
celui-ci est localisé en membrane, mais a également lieu au cours de son endocytose (de Melker et al. 
2001).  
La liaison de Cbl au récepteur de l’EGF va conduire à la phosphorylation de Cbl, notamment par Src pour la 
Tyr 371, permettant la stimulation de son activité ligase (Kassenbrock & Anderson 2004) et donc 
l’ubiquitinylation du récepteur de l’EGF sur ses résidus lysines. De façon générale, la poly-ubiquitinylation 
conduit à la dégradation de la protéine ciblée par le protéasome 26S. Si la dégradation du récepteur de 
l’EGF est bien décrite quant à sa protéolyse dans les lysosomes, il semblerait néanmoins que le 
protéasome puisse également participer à la dégradation du récepteur. En effet, inhiber l’activité 
protéasomale par l’utilisation d’un inhibiteur comme le MG132 résulte en une accumulation de récepteurs 
non dégradés (Longva et al. 2002). Cependant les effets des inhibiteurs protéasomals sont indirects 
puisqu’ils peuvent également interférer avec les lysosomes ou encore réduire la disponibilité en ubiquitine 
libre nécessaire au trafic du récepteur de l’EGF. Quoiqu’il en soit, actuellement le rôle du protéasome dans 
la dégradation du récepteur de l’EGF n’est pas entièrement expliqué, il semblerait cependant que le 
récepteur de l’EGF soit dé-ubiquitinylé par le protéasome avant son entrée dans les lysosomes (Alwan et 
al. 2003), mais aucune explication concernant ce processus n’a encore été proposée. 
La liaison de Cbl au récepteur de l’EGF est régulée de différentes manières : tout d’abord les tyrosines 
cruciales dans l’activation de Cbl peuvent être déphosphorylées par la phosphatase SHP-1, ensuite Cbl 
peut être elle-même ubiquitinylée par la E3 ligase AIP4, conduisant à sa dégradation par le protéasome. En 
réponse au facteur de croissance, la production de la protéine Sprouty est induite. Cette dernière agit 
comme un leurre suite à la phosphorylation de sa Tyr 55 par Src, imitant le motif de reconnaissance de Cbl 
sur EGFR (i.e. la pTyr 1045). Ceci a pour conséquence de décrocher Cbl du récepteur de l’EGF pour se lier à 
Sprouty et l’ubiquitinyler, détournant l’activité de Cbl de EGFR vers Sprouty (Figure I-13). D’autres 
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4.2.5 Endocytose du récepteur de l’EGF 
Le trafic intracellulaire du récepteur de l’EGF a été étudié de façon intensive, d’une part parce qu’il est 
considéré comme modèle du comportement des autres récepteurs à activité tyrosine kinase, et d’autre 
part parce qu’un des mécanismes d’autorégulation du récepteur de l’EGF implique son internalisation et 
son acheminement vers les lysosomes où il sera dégradé (Wiley 2003). En absence de stimulation, le 
récepteur de l’EGF possède un turn over dont le t1/2 est de 6-10 heures (Sorkin & Goh 2008). Suite à la 
liaison d’un ligand, le taux d’endocytose de EGFR va être multiplié de 5 à 10 fois afin d’éviter la saturation 
de la réponse à l’exposition au facteur de croissance (Waterman et al. 1998). Il est à noter que les autres 
membres de la famille HER ne sont pas internalisés de façon plus importante en réponse à un ligand 
(Baulida et al. 1996).  
L’internalisation du récepteur de l’EGF ne semble cependant pas être régulée par l’activité tyrosine kinase 
du récepteur puisque l’inhibition de cette activité par des molécules pharmacologiques comme l’AG1473 
(Wang et al. 2002b) ou le PD153039 (observation personnelle) ne bloque pas l’internalisation de EGFR, 
mais induit plutôt une dimérisation du récepteur, conduisant à l’idée que la dimérisation participe au 
contrôle de l’endocytose du récepteur de l’EGF (Wang et al. 2005).  
Cependant, beaucoup d’études de la régulation de l’endocytose présentent des résultats divergents dû au 
fait que les types de lignée cellulaire ainsi que les méthodes utilisées afin d’étudier ce phénomène varient 
beaucoup d’un laboratoire à l’autre. De plus, l’activité kinase du récepteur, bien que ne paraissant pas 
nécessaire dans l’internalisation, pourrait malgré tout y jouer un rôle subtil puisque, lors d’internalisation 
indépendante de ligand (avec de l’H2O2 par exemple), le récepteur de l’EGF est activé et internalisé sans 
avoir dimérisé (Kamata et al. 2000). 
Mécanismes d’endocytose  
 Endocytose dépendante de la clathrine 
L’endocytose médiée par la clathrine est responsable de l’internalisation de récepteurs, de nutriments, de 
pathogènes et de facteurs de croissance. C’est le mécanisme d’entrée dans la cellule le mieux caractérisé 
d’un point de vue général, mais également afin d’expliquer l’endocytose du récepteur de l’EGF (pour une 
revue, voir Zwang & Yarden 2009). Certaines études montrent en effet que l’internalisation des complexes 
récepteur/ligand se produit essentiellement par les "puits couverts de clathrine" (CCP). En effet, on 
retrouve ces complexes concentrés dans les CCP lors de son endocytose (Mineo et al. 1999). De plus, le 
taux d’endocytose du récepteur de l’EGF correspond à celui calculé pour d’autres récepteurs utilisant ce 
mode d’endocytose (ex : le récepteur de la transferrine) (Sorkin & Goh 2008). Enfin, l’inhibition par un 
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dominant négatif de la dynamine (Vieira et al. 1996) ou la déplétion de la chaîne lourde de la clathrine par 
siRNA (Huang et al. 2004) bloquent l’endocytose des complexes EGFR/EGF.  
D’un point de vue pratique, le recrutement de Grb2 et de Cbl va permettre l’endocytose médiée par la 
clathrine du récepteur. En effet, une fois Grb2-Cbl liés au récepteur, Cbl va être phosphorylé par Src et le 
récepteur de l’EGF, déclenchant son activité de E3 ligase (permettant le transfert d’ubiquitine d’une E2 
conjugase vers le récepteur de l’EGF) ainsi que sa reconnaissance par diverses protéines impliquées dans la 
formation de CCP. Par exemple, Cbl phosphorylée va être reconnue par CIN85, constitutivement liée aux 
endophilines. Ces dernières possèdent une activité "lysophosphatidic acid acyl transferase" responsable de 
la modification des phospholipides membranaires en catalysant la formation d’acide phosphatidique à 
partir d’acide lysophosphatidique et donc de modifier la courbure de la membrane à cet endroit en créant 
une invagination (Scales & Scheller 1999; Schmidt et al. 1999).  
L’ubiquitinylation de EGFR par Cbl va mener à sa reconnaissance par diverses protéines impliquées dans la 
formation des CCP dont AP2. Le récepteur de l’EGF est capable de se lier directement à la sous-unité µ2 de 
AP2 grâce à un motif Y974RAL (Sorkin et al. 1993; Sorkin et al. 1996). Ce complexe comporte quatre sous-
unités se structurant en "tête de Mickey" dont la fonction est de stimuler l’assemblage de la clathrine mais 
également de lier les protéines cargos. 
Les CCP sont formés suite au recrutement des triskèles de clathrine en membrane et à leur assemblage en 
un treillis polygonal, formant le puits couvert de clathrine. Ce puits va ensuite bourgeonner et se détacher 
de la membrane par un processus impliquant la dynamine. Cette GTPase va former un collier hélicoïdal 
autour du cou de l’invagination du CCP et l’hydrolyse du GTP sera couplée à la scission de la vésicule, 
devenant indépendante de la membrane plasmique et donnant naissance à une vésicule couverte de 
clathrine (CCV). 
Figure I-14 : Représentation schématique du processus 
d’endocytose médié par la clathrine.                           
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Nous avons présenté ici la formation des CCP de façon linéaire. Il semblerait cependant que cet 
évènement soit initié suite à la stabilisation d’un groupe de protéines par leur liaison au PI(4,5)P2 
(abondant dans les CCP) ou à leurs protéines cargos (le récepteur de l’EGF dans notre cas), cette 
reconnaissance, la liaison et les autres stabilisations se réalisant de manière plus ou moins concomitante. 
De façon générale, l’endocytose médiée par la clathrine est la voie d’entrée la plus rapide et la mieux 
régulée pour l’internalisation des récepteurs de surface. Il est intéressant de constater que cette voie 
d’entrée n’est utilisée qu’en présence de concentrations physiologiques de ligand (≤ 1-2 ng/ml) et que des 
concentrations plus importantes induisent un ralentissement de l’internalisation du récepteur, 
probablement en raison d’une saturation du système d’entrée (Wiley 1988; Sigismund et al. 2005). C’est 
pourquoi d’autres systèmes, moins rapides et indépendants de la clathrine, permettent l’internalisation 
massive du récepteur de l’EGF. 
 Endocytose indépendante de la clathrine 
Des autres voies d’endocytose du récepteur de l’EGF furent mises au jour dans les cellules A431 (qui, 
précisons-le, surexpriment EGFR) lorsque des incubations avec des concentrations importantes en EGF 
induisaient un plissement de la membrane plasmique et la formation de vésicules de micro- et macro-
pinocytose contenant le récepteur de l’EGF mais n’étant pas couvertes du manteau de clathrine spécifique 
des CCP (Chinkers et al. 1979; Haigler et al. 1979).  
Depuis lors, ces mécanismes d’endocytose ont été décrits dans d’autres types cellulaires exprimant le 
récepteur de l’EGF de façon plus physiologique. Ces modes d’endocytose indépendants de la clathrine 
(CIE) dépendent généralement des régions riches en cholestérol (i.e. cavéoles et lipid rafts) (Mayor & 
Pagano 2007) mais la machinerie moléculaire engagée dans ce type d’endocytose reste encore peu 
décrite. Par ailleurs, si ces voies sont toutes indépendantes de la clathrine, une partie d’entre elles 
nécessite la GTPase dynamine pour réaliser la scission membranaire, tandis qu’une autre partie en est 
indépendante (pour une revue, voir Mayor & Pagano 2007). 
4.2.6 Et après l’endocytose…  
Continuité des signalisations  
De façon surprenante, l’internalisation du récepteur de l’EGF dans la cellule n’interrompt pas 
immédiatement les signalisations initiées lors de son activation. En effet, une étude réalisée par l’ajout 
d’une dose physiologique d’EGF à des rats a montré que les récepteurs endocytés restent 
enzymatiquement actifs et hyperphosphorylés (Balbis et al. 2007), suggérant une régulation non 
seulement temporelle, mais également spatiale du récepteur de l’EGF.  
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De plus, les études du récepteur de l’EGF localisé dans les endosomes ont révélé le maintien de son 
association avec toutes les molécules régulant l’activité de Ras, Shc ou Grb2 en plus d’une signalisation 
provenant des endosomes (Wang et al. 2002b). C’est lors de la formation des corps multivésiculaires que 
les signalisations provenant encore du récepteur de l’EGF ne seront plus poursuivies puisque ce dernier 
n’est plus en contact avec le cytosol (voir figure I-15).  
Trafic du récepteur de l’EGF 
L’accélération de l’internalisation et de la dégradation du récepteur de l’EGF suite à son activation mène à 
la diminution du nombre de récepteurs localisés en surface de la cellule. Par conséquent, cette 
dégradation désensibilise les cellules exposées aux facteurs de croissance et diminue le signal prolifératif 
puisque les cellules doivent d’une certaine manière attendre que la membrane soit repeuplée en 
récepteur suite à sa synthèse pour être à nouveau sensible aux facteurs de croissance. La dégradation 
constitue donc le mécanisme de régulation négative le plus important du récepteur de l’EGF. Néanmoins, 
la stimulation du récepteur de l’EGF par différents ligands conduit à un ciblage différent du récepteur dans 
la cellule. Nous allons donc décrire le routage du récepteur de l’EGF lorsqu’il est lié par l’EGF en précisant 
par après les variations possibles.  
Il faut savoir qu’à l’état non stimulé, 2 à 3 % des récepteurs de l’EGF sont internalisés chaque minute et 
rapidement recyclés (Herbst et al. 1994). L’étude de récepteurs ne comportant pas la partie cytoplasmique 
montre que ce trafic continu entre la membrane plasmique et le cytoplasme est modifié suite à 
l’occupation du récepteur par un ligand, probablement suite à la présence de signaux dans la partie 
cytoplasmique, dirigeant le récepteur de l’EGF vers les lysosomes (Herbst et al. 1994). De façon générale, 
les puits couverts de clathrine contenant les couples EGFR/ligand maturent en vésicules couvertes de 
clathrine, lesquelles fusionnent avec les endosomes précoces. De là, les récepteurs libres sont recyclés en 
membrane tandis que la membrane contenant les récepteurs encore liés à un ligand est invaginée au sein 
des endosomes, formant les vésicules des corps multivésiculaires. Ces récepteurs encore liés sont dirigés 
vers les lysosomes par les protéines ESCRT qui reconnaissent les protéines cargo ubiquitinylées (Raiborg & 
Stenmark 2009). Ce processus empêche les éventuelles interactions des récepteurs avec les composants 
de la membrane plasmique puisque, si le domaine C-terminal du récepteur est toujours cytoplasmique 
lorsque ce dernier se trouve dans les membranes de l’endosome, il devient intra-endosomal (et donc n’est 
plus en contact avec le cytoplasme) lorsqu’il se trouve dans les corps multivésiculaires (Figure I-15). La 
maturation des endosomes précoces en endosomes tardifs est accompagnée d’une accumulation des 
couples EGFR/EGF dans les corps multivésiculaires. Les endosomes tardifs "fusionnent" in fine avec les 
lysosomes présents dans le cytoplasme (Futter et al. 1996), résultant en la dégradation de leur contenu 
par les hydrolases lysosomales.  
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Figure I-15 : Représentations schématisée ou en microscopie électronique à transmission (MET) du 
trafic intracellulaire du récepteur de l’EGF. 
Suite à la liaison d’un ligand, le récepteur de l’EGF est internalisé et conduit au lysosome afin d’y être 
dégradé ou recyclé en membrane (McKanna et al. 1979; Roepstorff et al. 2008). 
Les images en MET (provenant de l’article publié par l’équipe de Cohen) montrent le trafic du récepteur 
de l’EGF lorsqu’il est lié par de l’EGF couplé à la ferritine. Ces images reflètent le fait que lors de la 
formation des vésicules des CMV, les complexes EGF-ferritine se trouvent sur la face externe des 
vesicules. 
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Comme nous l’avons dit, la liaison des différents ligands du récepteur de l’EGF conduit à un trafic différent. 
En effet, si la liaison de l’EGF, d’HB-EGF ou de la betacelluline conduit à la dégradation lysosomale du 
récepteur, le TGFα ou l’épireguline induisent le recyclage complet du récepteur de l’EGF et ce, même si 
celui-ci est ubiquitinylé en présence de tous les ligands (Roepstorff et al. 2009). De plus, il est à noter que 
si le pH de la lumière de ces compartiments d’endocytose diminue au cours de la route les menant aux 
lysosomes, le couple EGFR/EGF résiste au pH acide et arrive donc "intact" au lysosome (Alexander 1998), 
tandis que cette diminution de pH permet la séparation des couple TGFα/EGFR (French et al. 1995). 
Il semblerait donc que la dégradation du récepteur de l’EGF suite à la liaison d’un de ces ligand soit 
corrélée avec une phosphorylation et une ubiquitinylation persistante ainsi qu’une "non"-sensibilité du 
couple ligand-récepteur au pH acide. 
4.2.7 Activation indépendante de ligand 
En dehors de son activation par un ligand, le récepteur de l’EGF semble pouvoir être activé de façon 
indépendante d’un ligand. En effet, l’activation du récepteur de l’EGF par les rayons ultraviolets ou le 
peroxyde d’hydrogène (ajouté aux cellules ou résultant des radiations UV) est relativement bien étudiée et 
a été proposée comme étant due à l’inhibition de la déphosphorylation du récepteur suite à l’inhibition 
des tyrosine phosphatases (Knebel et al. 1996; Kamata et al. 2000). Cependant, l’activation de c-Src 
pourrait également être impliquée dans des activations indépendantes de ligand (Donepudi & Resh 2008). 
L’activation du récepteur de l’EGF dans les jonctions de type "adherens" a été montrée comme 
indépendante de ligand et probablement due au regroupement et à la formation de complexes E-
cadhérine/EGFR (Shen & Kramer 2004). Et enfin, lors de la désorganisation des lipid rafts, le récepteur de 
l’EGF est également activé de façon indépendante de ligand (Chen & Resh 2002), mais à l’heure actuelle, 
aucun mécanisme déclenchant cette activation n’est encore connu. 
4.3 Les autres membres de la famille du récepteur de l’EGF 
a. HER2 
A l’origine, le récepteur HER2 a été identifié lors de l’étude d’un neuroblastome induit par l’éthyl-nitroso-
urée chez le rat (Padhy et al. 1982). En dépit de sa grande ressemblance avec le récepteur de l’EGF, aucun 
ligand ayant une grande affinité pour HER2 n’a été identifié à ce jour (d’où son surnom de deaf receptor) 
(Citri et al. 2003). Cependant, malgré cette absence de ligand, l’activité du domaine tyrosine kinase ne 
semble pas être affectée. Il est donc tout à fait envisageable que ce récepteur n’ait pas de ligand propre et 
qu’il fonctionne uniquement par hétéro-dimérisation avec un des autres membres de la famille HER 
(Graus-Porta et al. 1997). HER2 a par ailleurs été proposé comme le partenaire d’hétéro-dimérisation 
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préféré des membres de la famille HER, probablement en raison de sa configuration maintenue 
constitutionnellement active. En cas d’hétéro-dimérisation, cette préférence des récepteurs HER pour 
HER2 a pour conséquence de ralentir le taux d’endocytose du dimère. En effet, des études réalisées avec 
une protéine chimérique constituée du domaine extracellulaire de EGFR et de la partie cytoplasmique de 
HER2 présente un taux d’endocytose beaucoup plus lent, probablement dû à une altération des motifs 
d’internalisation (Sorkin et al. 1993). L’hétéro-dimérisation avec HER2 induit également une augmentation 
du taux de recyclage de son partenaire (Lenferink et al. 1998; Worthylake et al. 1999), mais également une 
augmentation de l’affinité du partenaire pour ses ligands (Sliwkowski et al. 1994). 
Il est à noter que si HER2 est exprimé dans la peau au niveau de l’épiderme (Maguire et al. 1989), on ne le 
détecte pas ou peu dans les cellules basales. Il est cependant davantage exprimé dans les kératinocytes 
lors du processus de différenciation (De Potter et al. 2001) et se trouve sous forme d’amas dans les lipid 
rafts (Nagy et al. 2002). 
b. HER3 
Identifié à partir de lignées cancéreuses humaines par hybridation à faible astringence avec des sondes 
provenant des deux membres déjà identifiés de la famille HER (Kraus et al. 1989; Plowman et al. 1990), le 
troisième membre de la famille HER possède un domaine tyrosine kinase dont l’activité est déficiente en 
raison de la mutation de l’asparagine 834 en acide aspartique, résidu localisé dans le site actif du domaine 
tyrosine kinase (Guy et al. 1994). De cette inactivité du domaine tyrosine kinase lui vient son surnom de 
dumb receptor (Citri et al. 2003; Poumay 2007).  
Le fait de ne pouvoir s’auto-phosphoryler n’empêche pas HER3 de participer aux signalisations 
intracellulaires puisque d’une part il peut hétéro-dimériser avec les autres HER et d’autre part, la présence 
de sept motifs Tyr-X-X-Met dans sa partie C-terminale lui permet d’activer directement la PI3K (Soltoff et 
al. 1994), ce que les autres récepteurs HER ne font pas. De plus, HER3 n’est pas conduit de façon efficiente 
vers les lysosomes, probablement en raison d’un manque d’information de ciblage dans sa partie C-
terminale. Il est donc majoritairement recyclé (Waterman et al. 1998; Waterman et al. 1999). 
Le récepteur HER3 est également exprimé dans la peau (Prigent et al. 1992) et comme HER2, il semble être 
davantage exprimé dans les kératinocytes en différenciation, suggérant un rôle pour HER2 et HER3 dans le 
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c. HER4 
Identifié plus tardivement par une technique de clonage homologue (Plowman et al. 1993), le quatrième 
membre de la famille HER possède une structure relativement semblable à celle du récepteur de l’EGF 
mais est présent sous quatre isoformes dissemblables au niveau de la partie juxtamembranaire 
extracellulaire (JM-a et JM-b) et de la partie C-terminale (CYT-1 et CYT-2) et probablement généré par 
splicing alternatif (Junttila et al. 2000).  
Comme expliqué précédemment, un des mécanismes de régulation de l’activité de membres de la famille 
HER est l’endocytose du récepteur, permettant une atténuation de la réponse biologique développée par 
la cellule en réponse aux facteurs de croissance. HER4 a la particularité de n’être pas sujet à une 
endocytose rapide. Des études ont montré, dans ces circonstances, le clivage de la partie extracellulaire de 
HER4 par ADAM-17/TACE, libérant un fragment extracellulaire de 120 kDa comportant le domaine de 
liaison au ligand et laissant en membrane un fragment cytoplasmique de 80 kDa (Vecchi et al. 1996; Vecchi 
& Carpenter 1997). Ce fragment sera à son tour clivé par le complexe γ-secrétase/préséniline, conduisant 
à la libération du fragment C-terminal cytosolique de HER4 adressé au noyau où il active la transcription de 
gènes encore inconnus (Vidal et al. 2005). Cette voie alterne permet de contourner la cascade de 
signalisation des Ras/Raf/MAPK.  
Au niveau de sa localisation en membrane, il semblerait que HER4 soit recruté dans les lipid rafts suite à 
son activation par les neurégulines dans les neurones (Ma et al. 2003). Cependant, si le récepteur HER4 est 
exprimé dans de nombreux tissus humains (Srinivasan et al. 1998), il n’est apparemment pas exprimé dans 
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5 Activation du récepteur de l’EGF lors du stress cellulaire 
Le comportement d’une cellule est en permanence contrôlé par les informations qu’elle échange avec son 
environnement. Les variations dans la nature et l’importance des signaux qu’elle reçoit permettent une 
régulation fine de l’activité cellulaire. Lorsque ces signaux sortent des limites physiologiques, la cellule doit 
gérer un déséquilibre de régulation appelé stress cellulaire et va déclencher des mécanismes de défense 
permettant un retour à l’état d’équilibre originel. Le programme de défense aboutit soit à une réponse de 
la cellule qui contrecarre l’attaque environnementale, soit, en cas d’échec, à la mise en place du processus 
apoptotique. Le stress cellulaire intervient dans la plupart des situations pathologiques et concerne toutes 
les cellules de l’organisme. Nous nous focaliserons ici sur les stress pouvant toucher l’épiderme humain, 
puisque comme nous l’avons vu dans cette introduction, la peau confère une protection importante à 
l’organisme.   
De nombreuses études présentent le récepteur de l’EGF comme un médiateur critique de la réponse 
développée par les cellules en situation de stress puisqu’il est activé lors de traitements avec des cytokines 
inflammatoires (Rosette & Karin 1996; Wan et al. 2001), lors de stress oxidatifs (Peus et al. 1998; Meves et 
al. 2001) ou encore lors d’exposition aux rayons UV (Sachsenmaier et al. 1994; Xu et al. 2006). L’activation 
du récepteur de l’EGF suite à une exposition aux UV (A ou B) semble par ailleurs induire la survie cellulaire 
par l’activation d’un axe de signalisation impliquant ADAM17, le récepteur de l’EGF et la cycline D1 (He et 
al. 2008; Han & He 2009). De plus, l’activation de la voie PI3K/Akt dans ces circonstances semble protéger 
les cellules contre l’apoptose induite par les UV (Wang et al. 2003), mais en contrepartie semble 
également permettre le développement de tumeurs (Li et al. 2006a).  
En tant qu’enveloppe externe de l’organisme, la peau est soumise à de nombreux stress physiques. Ainsi, 
lors de blessure (par coupure,…), brûlure (par la chaleur, les engelures,…) ou irritation/sensibilisation (suite 
à un contact avec des molécules irritantes/sensibilisantes), toute la zone entourant la région mutilée 
adapte son métabolisme afin de redonner une intégrité à la barrière cutanée. On observe donc dans les 
zones blessées une production accrue de facteurs de croissance, comme HB-EGF (Mathay et al. 2008), 
mais également la migration des cellules afin de ré-épithélialiser les régions endommagées (Cavani et al. 
1993). D’autres stress comme les "stretches" mécaniques ou les stress osmotiques induisent également 
l’activation du récepteur de l’EGF (Rosette & Karin 1996; Kippenberger et al. 2005). 
Il est également à noter que la sur-expression de l’amphiréguline, un ligand du récepteur de l’EGF, induit la 
formation de lésions semblables à celles observées dans le psoriasis, ainsi qu’une hyperkératinisation de 
l’épiderme chez les souris (Cook et al. 1997). Le rôle du récepteur de l’EGF ainsi que de ses ligands 
(principalement HB-EGF et l’amphiréguline) dans cette pathologie épidermique est actuellement un sujet 
de recherche important (Stoll et al. 2009). 
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De même, la suppression du récepteur de l’EGF induit de nombreuses anomalies épithéliales chez les 
souris knock out  pour le gène de ErbB1 (Miettinen et al. 1995; Threadgill et al. 1995), lorsque le système 
de contrôle de la prolifération est défectueux les cellules se multiplient de façon anarchique, résultant en 
la formation de tumeurs. La sur-expression (suite à la réplication du gène ou à une augmentation de la 
transcription) ainsi que l’activation du récepteur de l’EGF participent au développement de nombreux 
cancers épithéliaux (notamment les cancers du sein ou du poumon). Il n’a cependant pas encore été 
déterminé à l’heure actuelle si la sur-expression et/ou l’activation observée dans ces circonstances est une 
des causes du développement du cancer ou apparaît secondairement afin de permettre la progression de 
la tumeur (pour une revue, voir Sebastian et al. 2006).  
Il est également important de savoir que l’activation du récepteur de l’EGF lorsque les lipid rafts sont 
désorganisés suite à la déplétion du cholestérol a précédemment été décrite dans des types cellulaires 
autres que les kératinocytes comme les cellules A431 (Ringerike et al. 2002), les cellules Cos-1 (Chen & 
Resh 2002) ou les fibroblastes NIH 3T3 (Pike & Casey 2002). En revanche, si ces études proposent un 
mécanisme d’activation du récepteur de l’EGF impliquant les Src kinases et menant à l’activation de la voie 
des MAPK ERK1/2, aucune information concernant la signification biologique de ces activations n’est 
suggérée.  
 
Tous ces exemples démontrent le rôle certain des voies de signalisation dépendant du récepteur de l’EGF 
en situation de stress dans le maintien, intempestif ou non, de la survie cellulaire. Néanmoins, le 
mécanisme par lequel le récepteur de l’EGF est activé en situation de stress, ainsi que la cause de cette 
activation ne sont pas encore connus puisqu’il semble participer tant à la survie du kératinocyte qu’à sa 
transformation en cellule différenciée, peut-être afin de participer d’une manière ou d’une autre à la 
protection des cellules. 
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Objectifs du travail 
La peau recouvre l’entièreté de l’organisme, le protégeant des agressions de l’environnement et 
délimitant le milieu corporel, essentiellement aqueux. Pour ce faire, les cellules formant l’épiderme 
suivent un processus de kératinisation résultant en la formation de la couche cornée, couche superficielle 
de l’épiderme constituée de cellules mortes entièrement remplies de kératine la rendant étanche. Afin de 
maintenir de façon continuelle cette protection de l’organisme, il est nécessaire de maintenir une balance 
entre la prolifération des cellules basales et la desquamation régulière des cellules de la couche cornée. 
Afin de maintenir cette balance, le contrôle de la prolifération est essentiel. Celui-ci dépend largement du 
fonctionnement du récepteur de l’EGF.  
Comme d’autres types cellulaires, les kératinocytes sont caractérisés par la présence de lipid rafts dans 
leur membrane plasmique, c’est-à-dire de régions membranaires enrichies en cholestérol et non 
invaginées. Parce que ces zones riches en cholestérol contiennent de nombreuses protéines de 
signalisation et sont impliquées dans une myriade d’évènements jalonnant la vie des cellules, nous nous 
sommes particulièrement intéressés au processing du récepteur de l’EGF lors de son activation induite par 
la désorganisation de ces zones suite à la déplétion du cholestérol membranaire. 
Au cours de ce travail, nous avons tout d’abord caractérisé les changements morphologiques qui 
s’effectuent lors du retrait du cholestérol membranaire par la MβCD, mais également lors des périodes de 
récupération suivant cette déplétion. Nous nous sommes ensuite intéressés à l’état d’activation ainsi 
qu’au processing du récepteur de l’EGF, dont on sait qu’ils dépendent de l’intégrité de la membrane.  
Ayant montré une internalisation du récepteur de l’EGF dépendante de l’activation de la MAPK p38 lors du 
stress induit par le retrait du cholestérol membranaire, nous nous sommes intéressés à l’activation du 
récepteur de l’EGF dans ces circonstances. Nous avons montré que si un ligand (l’amphiréguline) intervient 
partiellement dans l’activation du récepteur, un autre mécanisme encore indéterminé, et ne dépendant 
pas de la présence d’un ligand, participe également à l’activation du récepteur de l’EGF lors de la déplétion 
du cholestérol. Ce mécanisme d’internalisation du récepteur de l’EGF sous le contrôle de la MAPK p38 
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1 Culture cellulaire 
1.1 Kératinocytes humains normaux 
1.1.1 Mise en culture primaire 
Les kératinocytes humains normaux sont isolés selon la technique de Wille à partir de peau abdominale 
récupérée lors d’interventions de chirurgie esthétique réalisées par le Docteur B. Bienfait (Clinique St Luc, 
Bouge) (Wille et al. 1984). Les échantillons de peau sont découpés en morceaux d’environ 1 cm2 et incubés 
toute la nuit à 4°C, face dermique vers le bas, sur une solution de trypsine à 0,17% (Sigma). L’épiderme est 
ensuite détaché du derme par traction à l’aide de pinces et les kératinocytes sont séparés les uns des 
autres par frottement. La suspension cellulaire est ensuite tamisée sur un filtre en nylon de 70 µm (Cell 
strainer, Falcon) afin de récolter les cellules isolées du tissu qui seront ensemencées à une densité de 8000 
cellules/cm2 dans du milieu complet (KGM2, Keratinocyte Growth Medium, Lonza) additionné de 0,1% de 
sérum de veau fœtal (Gibco) préalablement dialysé dans une solution saline sans calcium tamponnée par 
du phosphate (NaCl 137 mM, KH2PO4 1,5 mM, Na2HPO4 4 mM, KCl 2,7 mM, pH 7,4) afin d’éliminer les ions 
calcium du sérum. La population cellulaire en culture primaire est alors amplifiée en milieu complet KGM2  
contenant tous les additifs cités dans le tableau M-1. 







transferrine 5 μg/ml 
pénicilline 50 U/ml 
EGF 5 ng/ml 
insuline 5 μg/ml 
épinéphrine non communiquée par 
le fabricant 




Tableau M-1 : Facteurs ajoutés au milieu de culture KGM2, 
formant le milieu complet de culture primaire des kératinocytes 
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1.1.2 Mise en culture secondaire 
Afin d’amplifier la population de kératinocytes et éliminer les cellules contaminantes (fibroblastes et 
mélanocytes essentiellement), les cellules en sous-confluence proliférative sont détachées par 
trypsinisation avec une solution contenant 0,025% de trypsine et 10 mM d’EDTA. La réaction de 
trypsinisation est stoppée par l’ajout de milieu contenant 2% de sérum dialysé comme décrit au point 
1.1.1 (et donc ne contenant pas de calcium). Les kératinocytes sont ensuite mis en culture secondaire à 
une densité de 6000 cellules/cm2 dans du milieu Epilife® (Cascade Biologics, Invitrogen) contenant les 
facteurs exogènes cités dans le tableau M-2 afin d’amplifier davantage la population cellulaire. Les 
kératinocytes sous-confluents en phase proliférative sont détachés avec de la trypsine (0,025% et 10 mM 
EDTA) puis congelés dans du milieu complet Epilife® contenant 10% de DMSO et 10% de sérum de veau 
fœtal dialysé dans le but de constituer un stock de cellules qui seront utilisées lors des différentes 
expériences.   




hydrocortisone 0,18 μg/ml 
transferrine 5 μg/ml 
streptomycine 50 μg/ml 
EGF 0,2 ng/ml 
insuline 5 μg/ml 
pénicilline 50 U/ml 
 
1.1.3 Mise en culture tertiaire 
Les kératinocytes sont rapidement décongelés dans un bain-marie à 37°C et comptés dans une cellule de 
comptage Thoma (Marienfeld) avant d’être mis en culture dans des boîtes de Petri de 3 cm de diamètre ou 
dans des boîtes de 12 puits contenant des couvre-objets dans du milieu KGM2 à une densité de 8000 
cellules par cm2. Le lendemain, le milieu est remplacé par du milieu Epilife® complet. Ce renouvellement 
de milieu sera ensuite réalisé tous les deux jours. Lorsque la population cellulaire atteint 60%, le milieu de 
culture est remplacé par un milieu Epilife® ne contenant pas de facteurs exogènes, mais de 
l’hydrocortisone, de la pénicilline et de la streptomycine ainsi qu’un mélange d’acides aminés (Tableau M-
3). A ce stade de la culture, les cellules sont en croissance autocrine, c’est-à-dire qu’elles sont capables de 
produire elles-même les facteurs de croissance nécessaires à leur prolifération (Cook et al. 1991). Le milieu 
Tableau M-2 : Facteurs ajoutés au milieu de culture Epilife®, 
formant le milieu complet de culture secondaire des kératinocytes. 
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de culture est renouvelé tous les deux jours jusqu’à ce que les cellules atteignent un stade de confluence 
défini comme étant un état d’arrêt prolifératif (donc plus de mitose observable) où les cellules se 
disposent les unes contre les autres (donc perte de la réfringence entre les cellules). Toutes les 
expériences ont été menées sur des cultures cellulaires en croissance autocrine dont la culture est décrite 
























1.2 Fibroblastes humains normaux 
Les fibroblastes humains normaux ont été isolés à partir de derme provenant d’échantillons de peau 
normale : la peau est découpée en morceaux de maximum 3 mm de côté qui sont mis en culture dans du 
milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium, Lonza) supplémenté de 10% de sérum de veau fœtal 
(Gibco). Deux semaines plus tard, les morceaux de peau sont enlevés et les fibroblastes sont laissés à 
proliférer encore une semaine avant d’être détachés avec une solution de trypsine (0,025%) puis congelés 
dans du milieu DMEM contenant 10% de DMSO et 10% de sérum de veau fœtal. 
Les cellules sont décongelées et mises en culture dans du DMEM contenant 10% de sérum de veau fœtal. 
Une fois arrivées au stade de confluence les cellules sont rincées et placées une ou deux heures dans du 
milieu DMEM sans sérum afin d’enlever les facteurs exogènes. Les expériences sont réalisées avec des 




Tableau M2-3 : Liste des acides aminés ajoutés au milieu de 
culture Epilife®, formant le milieu de culture tertiaire des 
kératinocytes. 
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1.3 Cellules immortalisées 
Les kératinocytes HaCaT immortalisés naturellement, provenant de la région distale d’un mélanome dorsal 
(Boukamp et al. 1988) ont été généreusement donnés par le Prof. Fusenig (Heidelberg, Allemagne), les 
cellules hTert (qui sont des kératinocytes humains provenant de la lignée POE9n, c’est-à-dire des 
kératinocytes buccaux issus d’une lésion dysplasique précancéreuse infecté avec un vecteur rétroviral 
encodant la sous-unité hTert de la télomérase et n’exprimant plus p16INK4a (Dickson et al. 2000)) 
proviennent du laboratoire du Prof. Rheinwald (Boston, USA), les cellules HeLa provenant d’un cancer du 
col de l’utérus ont été gracieusement données par le Prof. Jadot (FUNDP, URPhyM), les cellules 
épithéliales cancéreuses humaines A431 proviennent du laboratoire du Dr. Colige (Ulg, Laboratoire des 
tissus conjonctifs) et les cellules cancéreuses mammaires humaines MDA-MB-231 ont été obtenues de 
l’American Type Culture Collection. Tous ces types cellulaires ont été maintenus en culture dans du milieu 
DMEM additionné de 10% de sérum de veau fœtal. Avant les expériences, les cellules sont rincées et 
placées une ou deux heure(s) dans du milieu DMEM sans sérum afin d’enlever les facteurs exogènes. Les 
expériences sont réalisées avec des cultures cellulaires confluentes et dans du milieu ne contenant pas de 
sérum. 
2 Différents stress cellulaires et traitements 
Afin d’étudier le processus d’activation du récepteur de l’EGF en condition de stress, nous avons soumis 
des cultures de kératinocytes à différents types de stress. 
2.1 Déplétion du cholestérol membranaire 
Les cultures cellulaires confluentes sont incubées pendant une heure en présence de méthyl-β-
cyclodextrine (MβCD, Sigma) à une concentration de 7,5 mM (=1%) dans le but de diminuer la 
concentration du cholestérol membranaire (Klein et al. 1995; Jans et al. 2004) et donc de désorganiser les 
lipid rafts. Les cellules sont ensuite rincées et laissées récupérer pendant différentes périodes de temps 
dans du milieu de culture Epilife® ne contenant pas de facteurs exogènes avant d’être lysées selon la 
méthode décrite au point 5.1. 
Pour contrôler que les effets observés sont bien dus à l’extraction du cholestérol par la MβCD et pas à la 
MβCD en elle-même, des cellules ont été incubées en présence d’αCD (7.5 mM) dont la cavité formée par 
6 résidus de glucose ne permet pas la séquestration du cholestérol membranaire (Ohtani et al. 1989). 
D’autres cultures ont été incubées en présence de cholestérol (Sigma). 
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Enfin, des complexes MβCD-cholestérol ont été préparés selon la méthode de Klein et al. (1995). Un 
gramme de MβCD est dissous dans de l’eau distillée. Cette solution est chauffée à 80°C et une solution de 
cholestérol (30 mg de cholestérol (Sigma) dissous dans une solution de méthanol/chloroforme à 2/1) est 
ajoutée goutte à goutte. Les solutions sont mélangées jusqu’à la dissolution complète du cholestérol. La 
solution de MβCD-cholestérol est alors déshydratée et stockée à température ambiante.    
Afin de réaliser une déplétion plus longue en cholestérol membranaire, la néo-synthèse de ce dernier a été 
inhibée par une incubation de 17 heures en présence de lovastatine 10 μM (Sigma), un inhibiteur de 
l’enzyme-clé de la voie de synthèse du cholestérol : l’hydroxyméthylglutaryl-coenzyme A (HMG-CoA) 
réductase (Kita et al. 1980). 
2.2 Stress oxydatif 
Les kératinocytes sont incubés pendant 20 minutes en présence d’H2O2 (Sigma) à une concentration de 1 
mM avant d’être lysés ou préparés pour la microscopie confocale selon la méthode décrite au point 4.3. La 
concentration utilisée étant connue pour activer le récepteur de l’EGF dans les kératinocytes (Mathay et 
al. 2008). 
2.3 Scratch 
Les kératinocytes sont cultivés jusqu’à atteindre un état de confluence. Un scratch linéaire est alors réalisé 
dans la culture avec un embout de micropipette de 200 µl. Les cellules sont ensuite lavées avec du PBS afin 
d’éliminer les débris cellulaires et laissées pendant des périodes de récupération dans du nouveau milieu 
avant d’être préparées pour la microscopie confocale. Si les cultures sont destinées à être lysées, une 
quinzaine de scratch seront réalisés dans la boîte de Petri de 3 cm de diamètre. 
2.4 Stress avec un sensibilisant : le DNFB  
Les cellules sont incubées pendant une heure en présence de 1-fluoro-2,4-dinitrobenzène (DNFB, Sigma) 
dilué dans du DMSO à la concentration indiquée avant d’être lysées ou préparées pour la microscopie 
confocale. 
2.5 Traitements avec des inhibiteurs 
De façon générale, les cellules confluentes ont été pré-traitées pendant 30 min avec les inhibiteurs décrits 
dans le tableau M-4 avant le début de l’expérience. 
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Inhibiteur Firme Cible concentration 
PD169316 Calbiochem p38 MAPK 15 µM 
SB202190 Calbiochem p38 MAPK 10 µM 
AG1478 Calbiochem Domaine Tyrosine kinase de EGFR 1 µM 
PD153035 Calbiochem Domaine Tyrosine kinase de EGFR 500 nM 
PD98059 Calbiochem MAP kinase kinase (MEK) 2 µM 
Cycloheximide Calbiochem hFKBP12 (ayant une fonction de chaperone) 




-ATPase vacuolaire lysosomale 0,25 µM 
Lactacystin Calbiochem Inhibiteur spécifique du protéasome 20S 3 µM 





T, Hck et Src  10 µM 
PP3 Calbiochem Control négatif du PP2 10 µM 
 
3 Etude des lipid rafts 
3.1 Extraction et dosage du cholestérol 
Les cellules ont été ensemencées à une densité de 8000 cellules par cm2 dans des boîtes de Petri de 10 cm 
de diamètre, cultivées jusqu’au stade de confluence et traitées comme décrit. Elles sont ensuite raclées 
dans 1 ml d’eau désionisée et les lysats sont soniqués une minute. Un volume de 800 µl est mélangé dans 
3 ml d’une solution de chloroforme/méthanol (2/1) dans le but de solubiliser les lipides et de les séparer 
des protéines (le reste du lysat est utilisé afin de réaliser le dosage des protéines selon la méthode de 
Bradford). Les échantillons sont mélangés pendant une minute puis centrifugés 15 minutes à 3000 rpm. La 
phase organique est prélevée avec une seringue et mise dans un nouveau tube avant d’être lavée dans 2 
ml de NaCl 0,05 M. Les échantillons sont à nouveau mélangés une minute avant d’être centrifugés 15 
minutes à 3000 rpm. La phase organique est ensuite lavée deux fois dans 2 ml de CaCl2 0,36M/méthanol 
(1/1) afin de faciliter l’extraction de la phase aqueuse contenant les composants non lipidiques, puis 
mélangée une minute et centrifugée 15 minutes à 3000 rpm. La phase organique est prélevée et 50 µl de 
Triton X-100/acétone (0,01/1 W/V) sont ajoutés afin de solubiliser le cholestérol. Les échantillons sont 
évaporés à sec sous flux d’air et le culot est solubilisé dans 500 µl d’eau désionisée. Ce protocole 
d’extraction du cholestérol nous a été renseigné par L. D’Auria (UCL, unité de biologie cellulaire). 
Le cholestérol ainsi extrait a ensuite été dosé avec le kit Amplex® Red Cholesterol assay (Invitrogen) selon 
les indications fournies par le fabricant. 
Tableau M-4 : Liste des inhibiteurs utilisés  
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3.2 Détection des lipid rafts 
Les lipid rafts peuvent être visualisés à l’aide de la sous-unité B non catalytique de la toxine cholérique 
couplée à une sonde fluorescente Alexa Fluor® 555  (CTxB-Alexa Fluor® 555, Invitrogen). En effet, celle-ci 
se lie aux gangliosides de type GM1 présents dans les lipid rafts et est utilisée comme marqueur (Harder et 
al. 1998). Comme cette sous-unité est pentamérique, le marquage (30 min, 10 µg/ml) s’effectue avant 
fixation et à 4°C afin d’éviter tout mouvement membranaire susceptible d’être induit par la présence de la 
toxine (ie : internalisation des GM1 couplés à la toxine ou coalescencence des lipid rafts). Les cellules sont 
ensuite fixées avec de la formaldéhyde (paraformaldéhyde 4% dans du PBS), montées sur lame et 
observées en microscopie à épifluorescence. 
3.3 Centrifugation sur gradients de densité 
Les cellules ont été ensemencées dans des boîtes de Petri de 10 cm de diamètre et menées à confluence. 
Après un traitement d’une heure en présence de MβCD, les lipid rafts ont été isolés en utilisant la 
technique de lyse développée par Macdonald & Pike (2005) et la centrifugation décrite par Yao et al. 
(2009). Nous avons utilisé un tampon ne contenant pas de détergent car, même si la résistance aux 
détergents est un des premiers critères d’isolation cités dans l’isolation des lipid rafts, il semblerait qu’ils 
induisent un phénomène de fusion pouvant générer un mélange de rafts qui n’existerait pas dans les 
cellules intactes (Macdonald & Pike 2005). Il est à noter que toutes les étapes sont réalisées à 4°C. 
Les cellules sont râclées dans 1 ml de tampon Base (Tris-HCl 20 mM pH7,8, sucrose 250 mM, CaCl2 1 mM, 
MgCl2 1mM). Le lysat est centrifugé 2 min à 250 g afin de précipiter les débris membranaires et le culot est 
resuspendu dans 1 ml de tampon Base contenant des inhibiteurs de protéases. Les membranes sont 
homogénéisées par 20 passages successifs dans une aiguille 21 gauge. L’homogénat est centrifugé 10 min 
à 1000 g et le surnageant est transféré dans un tube tandis que le culot est resuspendu dans 1 ml de 
tampon Base contenant les inhibiteurs de protéases et passé 20 fois à travers une aiguille de 21 gauge. 
Après une centrifugation de 10 min à 1000 g, le surnageant est combiné au premier. La fraction 
membranaire ainsi obtenue est ensuite soniquée pendant 1 minute à une fréquence de 60 Hz (afin de 
détriorer plus finement les membranes cellulaires (Song et al. 1996)) puis mélangée à une solution de 
sucrose 90% (2 ml) et placée au fond d’un tube à centrifugation (Beckman) et recouvert d’un gradient de 
sucrose en 3 parties de respectivement 35% de sucrose (3 ml), 21% de sucrose (4 ml) et 5% de sucrose (1 
ml) réalisé dans le tampon Base. Le gradient discontinu ainsi formé est centrifugé 25 heures à 34000 rpm 
dans un rotor SW41 afin de permettre aux fractions membranaires de migrer et d’atteindre la zone du 
gradient de sucrose qui correspond à leur densité. Le gradient est ensuite divisé en 14 fractions de 850 µl 
et les protéines contenues dans ces fractions sont précipitées au TCA avant d’être séparées par SDS-PAGE 
MATÉRIEL ET MÉTHODES 
- 63 - 
et analysées par Western blot. Afin d’identifier les fractions correspondant aux lipid rafts, nous avons 
utilisé la cavéoline-1 et la flotilline-1 comme marqueurs. 
4 Etude de la morphologie des cellules et de la localisation 
du récepteur de l’EGF 
4.1 Préparation pour la microscopie électronique à balayage 
Les cellules sont traitées 1 heure en présence de MβCD avant d’être rincées et fixées avec de la 
glutaraldéhyde (2,5% dans un tampon cacodylate 0,1M pH 7,4) pendant 30 min sur glace. Elles sont 
ensuite déshydratées par plusieurs bains successifs de 5 min dans des solutions d’éthanol à 25%, 50%, 75% 
et 90%. Les cellules sont ensuite passées au point critique et contrastées par le dépôt d’un film d’or de 20 
nm d’épaisseur avant d’être observées en microscopie électronique à balayage (Philips XL20). 
4.2 Marquage du cytosquelette d’actine 
Les kératinocytes cultivés sur des lamelles couvre-objets sont traités pendant 1 heure avec la MβCD. Les 
cellules sont rincées avec du PBS puis fixées pendant 15 minutes avec une solution de paraformaldéhyde 
(Merck) à 4% dans du PBS et perméabilisées pendant 5 minutes avec du PBS contenant 1% (W/V) de Triton 
X-100 (Merck). Elles sont ensuite incubées 5 min en présence de phalloïdine couplée à la rhodamine 
(Invitrogen) dilué 40x dans du PBS/BSA 0,5% (W/V). Les cellules sont ensuite rincées et les couvre-objets 
sont montés sur des lames porte-objets à l’aide de Mowiol (Sigma) avant d’être observées au microscope 
confocal. 
4.3 Marquage pour la microscopie confocale ou pour l’épifluorescence 
Les kératinocytes cultivés sur des lamelles couvre-objets sont traités comme décrit. Les cellules sont 
ensuite rincées avec du PBS puis fixées pendant 15 minutes à température ambiante avec une solution de 
paraformaldéhyde (Merck) à 4% dans du PBS avant d’être perméabilisées pendant 5 minutes avec du PBS 
contenant 1% (W/V) de Triton X-100 (Merck). Les cellules sont ensuite rincées dans un tampon PBS 
contenant 0,5% de BSA (Sigma) avant d’être incubées 2 heures en chambre humide à température 
ambiante avec les anticorps présentés dans le tableau M-5 dilués dans du PBS contenant 0,5% de BSA. 
La détection des anticorps primaires se fait, après quelques lavages, par une incubation d’une heure avec 
un anticorps secondaire dirigé contre les IgG de souris et couplé à une sonde Alexa Fluor® 488 ou Alexa 
Fluor® 555 (Invitrogen) dilués 500x dans du tampon PBS contenant 0,5% de BSA. Les noyaux sont marqués 
par une incubation de 20 min en présence de To-Pro®-3 iodide (642/661)(Invitrogen) dilué 80x dans une 
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solution de RNAse (2 mg/ml). Les couvre-objets sont ensuite montés sur des lames porte-objets à l’aide de 
Mowiol chauffé à 56°C (Sigma) et conservés à 4°C à l’abri de la lumière. 
 
Anticorps Firme dilution isotype source 
EGFR clone LA1 Millipore 250x Monoclonal Souris 
EEA1 Cell Signaling Technology 100x Polyclonal Lapin 
Lamp2b Abcam 100x Polyclonal Lapin 
anti-IgG de souris couplée à une 
sonde Alexa Fluor® 488 
Invitrogen 500x Polyclonal Chèvre 
anti-IgG de lapin couplée à une 
sonde Alexa Fluor® 555 
Invitrogen 500x Polyclonal Chèvre 
 
Les observations sont réalisées avec un microscope confocal (TCS, Leica) avec un objectif 63x et en gardant 
la même valeur de photomultiplication ou en utilisant un microscope à épifluorescence Olympus AX70 et 
un objectif 60x en utilisant le même temps d’exposition. Les photos sont prises au moyen d’une caméra 
numérique AxioCam et du logiciel AxioVision (Zeiss).  
Dans le cas de la microcopie confocale, nous avons réalisé des quantifications afin de déterminer de façon 
objective la localisation du récepteur de l’EGF en périphérie cellulaire ou dans le cytoplasme. Pour cela, 
nous avons utilisé le programme ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/) permettant de quantifier l’intensité en 
pixel des images.  
Les images sont ouvertes avec le programme ImageJ et converties en 8 bit grayscale. Une ligne de 40 à 60 
µM est tracée dans les cellules et le programme détermine l’intensité des pixels  par lesquels cette ligne 
passe, générant un histogramme dont les valeurs (de 0 à 255) pour chaque point peuvent être transférées 
dans Excel. Nous avons déterminé arbitrairement la périphérie cellulaire comme étant une zone de 5 µm 
aux extrémités de la ligne traversant les cellules, la partie cytoplasmique étant la zone comprise entre ces 
deux régions. Si le récepteur de l’EGF se trouve en périphérie cellulaire, les valeurs des pixels seront 
élevées aux extrémités de la droite (exemple Ctl) tandis que si le récepteur de l’EGF est distribué entre la 
périphérie cellulaire et le cytoplasme, les valeurs seront aléatoires le long de la droite (exemple EGF). 
Nous avons utilisé cette technique sur 4 images différentes et une trentaine de cellules par condition afin 
de déterminer la localisation du récepteur de l’EGF. 
Tableau M-5 Liste des anticorps utilisés pour les marquages en 
microscopie confocale ou à épifluorescence 
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5 Analyse en Western blot 
5.1 Préparation des lysats cellulaires et analyse par Western blot 
Suite aux traitements, les cellules sont lysées dans du tampon Laemmli deux fois concentré (62,5 mM Tris-
HCl, 2% SDS, 8,7% glycérol, 0,2% dithiothréitol, 0,05% bleu de bromophénol). Les lysats sont portés à 
100°C pendant 5 min puis centrifugés 5 min à 13000 rpm et conservés à -20°C. Les protéines contenues 
dans les lysats cellulaires sont ensuite séparées par SDS-PAGE 10% avant d’être transférées sur une 
membrane de PVDF (GE Healthcare). La membrane est ensuite bloquée pendant 1 heure avec du PBS-
Tween 20 (0,1%)(PBS-T) contenant 5% de lait en poudre (Gloria, Nestlé) ou avec du PBS contenant 1% de 
"blocking substrate" (Roche Diagnostics). Elle est ensuite incubée toute la nuit à 4°C avec les anticorps 
primaires présentés dans le tableau M-6 suivi par une incubation d’une heure en présence d’anticorps 
secondaires couplés à la HRP (ou une sonde 700 ou 800 IRDye pour les figures 2-1, 2-2 et 2-3). La réaction 
de chémoluminescence est révélée avec le kit Chemoluminescence blotting substrate (POD) (Roche 
Diagnostics) et détectée par l’impression d’un film radiographique (GE Healthcare), avec une caméra CCD 





Figure M-1 : Schématisation de la technique de quantification des 
images avec le programme ImageJ. 
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Anticorps Firme Dilution Isotype Source 
pEGFR (Tyr1173) Biosource, Invitrogen 1000x Polyclonal Lapin 
EGFR Cell Signaling Technology 1000x Polyclonal Lapin 
pp38 (Thr180/Tyr182) Cell Signaling Technology 1000x Polyclonal Lapin 
p38 Cell Signaling Technology 1000x Polyclonal Lapin 
pERK1/2 (Thr202/Tyr204) clone E10 Cell Signaling Technology 1000x Monoclonal Souris 
ERK1/2 Cell Signaling Technology 1000x Polyclonal Lapin 
pAkt (Ser473) clone 193H12 Cell Signaling Technology 1000x Monoclonal Lapin 
Akt Cell Signaling Technology 1000x Polyclonal Lapin 
Flotilline-1 clone 18 BD Pharmingen 1000x Monoclonal Souris 
Cavéoline-1 BD Pharmingen 1000x Polyclonal Lapin 
Cavéoline-1 (pTyr 14) BD Pharmingen 1000x Polyclonal Lapin 
β-actine Sigma 10 000x Monoclonal Souris 
anti-IgG de souris couplé à la HRP Cell Signaling Technology 1000x Polyclonal Cheval 
anti-IgG de lapin couplé à la HRP Cell Signaling Technology 1000x Polyclonal Chèvre 
 
5.2 Analyse de la phosphorylation des différentes tyrosines du récepteur de l’EGF 
Les cellules confluentes ont été mises en présence de MβCD (7,5 mM pendant 1h), ou des facteurs 
recombinants EGF, HB-EGF ou AR (R&D System, 10 ng/ml pendant 20 min) avant d’être lysées dans un 
tampon (Hepes 50 mM, pH 7,5, glycerol 10%, Triton X-100 0,5%, MgCl2 1,5 mM, EDTA 1 mM) contenant 
des inhibiteurs de phosphatases (NaVO3 250 mM, p-nitrophenylphosphate 10 mM, β-glycerophosphate 10 
mM, NaF 5 mM) et des inhibiteurs de protéases (protease inhibitor cocktail Complete, Roche). Les lysats 
ont été centrifugés à 13000 rpm pendant 10 minutes et le surnageant a été analysé par Western blot pour 
la phosphorylation de différentes tyrosines du récepteur de l’EGF avec le Phospho-EGF Receptor Antibody 
Sampler Kit de Cell Signaling Technology en suivant les indications du fabricant.  
 
 
Tableau M-6 : Liste des anticorps utilisés pour les analyses en Western blot. 
MATÉRIEL ET MÉTHODES 
- 67 - 
5.3 Dimérisation du récepteur de l’EGF 
Afin d’étudier la dimérisation du récepteur de l’EGF, nous avons utilisé du Bis(sulfosuccinimidyl)suberate 
(BS3, Pierce), un crosslinker soluble, non clivable et membrane-imperméable contenant un ester d’amine 
réactif N-hydroxysulfosuccinimide (NHS) à chaque extrémité de son bras d’espacement constitué de 8 
carbones. Les groupements NHS réagissent avec les amines primaires à un pH compris entre 7 et 9 afin de 
former des liens amides stables, permettant le relâchement du groupement N-hydroxysulfosuccinimide et 
la fixation covalente des protéines contiguës. 
6 Analyse de la localisation du récepteur de l’EGF 
Afin de montrer l’internalisation du récepteur de l’EGF lors des différents stress appliqués aux 
kératinocytes, nous avons utilisé une technique morphologique (les marquages en microscopie confocale) 
et des techniques biochimiques que nous allons décrire çi-dessous. 
6.1 Test de liaison de 125I-EGF  
Les cellules ont été ensemencées dans des plaques 24 puits et cultivées jusqu’à atteindre un état de 
confluence. Elles ont ensuite été traitées comme décrit puis incubées 3 heures à 4°C avec 1nM de 125I-EGF  
(Amersham, GE Healthcare) en présence (liaison non spécifique) ou non (liaison spécifique) de 200 nM 
d’EGF non marqué (R&D Systems). Après plusieurs lavages, les cellules ont été lysées dans 300 µl de NaOH 
1M pendant 1 heure. Les lysats ont été récoltés et la radioactivité associée a été comptée pendant 1 min 
dans un compteur gamma (Beckman). 
La liaison spécifique de l’EGF sur le récepteur a été calculée comme étant la différence entre la liaison 
totale et la liaison non spécifique. 
6.2 Biotinylation de EGFR 
Cette approche biochimique de la localisation du récepteur de l’EGF est basée sur une méthode décrite 
dans Zwang & Yarden (2006). La figure M-3 montre une représentation schématique de la procédure. Les 
cellules sont laissées à proliférer jusqu’au stade de confluence. Elles sont ensuite rincées avec un tampon 
Figure M-2 : Structure du crosslinker BS3 (Source : Pierce). 
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PBS avant d’être incubées 20 minutes avec une solution de PBS contenant du Sulfo-NHS-SS-Biotin (0,5 
mg/ml, Pierce) afin de biotinyler les protéines de surface. L’excès de biotine est enlevé avec de la glycine 
(15 mM, Merck). Les kératinocytes sont ensuite mis en présence de MβCD (7,5 mM) pendant une heure, 
d’H2O2 (1 mM) ou d’EGF (10 ng/ml) pendant 20 minutes. Après le traitement, la biotine restant en surface 
des cellules est clivée par trois rinçages de huit minutes avec une solution contenant du glutathion 50 mM, 
du NaCl 75 mM, de l’EDTA 1 mM, 1% de BSA et 0,75% de NaOH 10N.  
Les cellules sont ensuite lysées dans le tampon décrit au point 5.2 et les lysats sont incubés en rotation 
toute la nuit à 4°C avec l’anticorps LA1 dilué 100x. Le lendemain, les complexes immuns sont précipités à 
l’aide de billes d’agarose couvertes de protéine A (Roche) pendant quatre heures à 4°C. Les complexes 
immunoprécipités sont ensuite rincés cinq fois avec le tampon de lyse avant d’être séparés par SDS-PAGE. 
La détection de la biotine est réalisée par une incubation de la membrane avec de la streptavidine couplée 
à une HRP (DakoCytomation) diluée trois fois dans du tampon PBS-T contenant 5% de lait en poudre. 
7 Survie et migration cellulaire 
7.1 Accumulation de BrdU 
Les kératinocytes sont mis en culture sur des couvre-objets et traités une heure en présence de MβCD 7,5 
mM avant d’être laissés récupérer pour 0, 1, 3, 7, 17 ou 24 heures en présence de BrdU (10 µM, Sigma). 
Les cellules sont ensuite fixées avec de la PFA (4%, 15 min) et perméabilisées avec une solution de Triton 
X-100 (1%, 5 min). L’ADN a ensuite été dénaturé par une incubation de 30 minutes en présence d’HCl 2N, 
neutralisé par du NaBH4 (0,1 M, pH 8,5). Le BrdU incorporé a été détecté par une incubation avec un 
Figure M-3 : Représentation schématique de la procédure expérimentale 
utilisée pour la détection biochimique de la localisation du récepteur de l’EGF. 
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anticorps primaire spécifique (BD Pharmingen) suivi d’un anticorps secondaire anti-IgG de souris couplé à 
une sonde Alexa Fluor® 488. Les noyaux ont été marqués avec du To-Pro®-3. Des images ont été prises au 
microscope confocal avec un objectif 40x et 400 cellules par condition ont été comptées dans trois 
expériences indépendantes, le pourcentage de cellules ayant incorporé le BrdU étant calculé comme suit : 
(nombre de cellules positive pour le BrdU /nombre total de cellules)*100.  
7.2 Test de migration 
Les kératinocytes ont été ensemencés sur des couvre-objets et les cultures confluentes ont été incubées 
en présence des inhibiteurs PD169316 (15 µM, Calbiochem), SB202190 (10 µM, Calbiochem), PD98059 
(500 nM, Calbiochem) ou du véhicule (DMSO) 30 minutes avant que l’homogénéité de la culture ne soit 
rompue avec un embout de micropipette de 200 µl. Les cellules ont ensuite été lavées avec du PBS puis 
laissées 24 heures dans du milieu contenant toujours les inhibiteurs afin de permettre la migration 
cellulaire. Les cultures ont ensuite été fixées à la PFA (4%, 15 min) avant d’être colorées au bleu de 
toluidine (0,5% dans du Borax 1% pendant 3 minutes à 37°C), montées sur lame et observées en 
microscopie à fond clair. 
8 Etude de la libération de l’amphiréguline 
Afin d’étudier la libération de l’amphiréguline dans le milieu de culture, nous avons réalisé des tests ELISA. 
Suite aux expériences, le milieu de culture a été récupéré et l’abondance de l’amphiréguline libérée dans 
le milieu a été quantifiée avec le kit DuoSet ELISA human Amphiregulin (R&D Systems) selon les indications 
fournies par le fabricant. 
9 Neutralisation du récepteur de l’EGF ou neutralisation de 
l’amphiréguline 
Afin de neutraliser le récepteur de l’EGF ou l’amphiréguline, nous avons utilisé des anticorps se liant à la 
poche de liaison du ligand du récepteur de l’EGF (anti-EGFR, neutralizing, clone LA1, Upstate Millipore) ou 
empêchant l’amphiréguline de se lier au récepteur (Neutralizing AR antibody, R&D Systems).  
Les cellules ont été pré-traitées pendant 30 min avec les anticorps (10 µg/ml) avant d’être traitées 
pendant une heure avec de la MβCD (7,5 mM) en présence ou non des anticorps neutralisant. Les cellules 
ont ensuite été lysées comme décrit au point 5.1 et les lysats cellulaires ont été analysés par Western blot.  
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1 Désorganisation et réorganisation des lipid rafts 
1.1 Introduction 
Afin de désorganiser les lipid rafts, nous avons choisi de priver les kératinocytes de cholestérol par un 
traitement que l’on peut qualifier de pharmaco-chimique. En effet, la méthyl-bêta-cyclodextrine (MβCD) est 
une molécule-cage cyclique composée de 7 résidus glucose disposés de telle manière à former une cavité 
capable de séquestrer diverses molécules comme le cholestérol (revu dans Zidovetzki & Levitan 2007). La 
MβCD est largement citée dans la littérature pour son utilisation lors de l’étude de l’effet de la 
désorganisation des lipid rafts induite par la déplétion du cholestérol (Pike & Casey 2002; Gniadecki 2004; 
Jans et al. 2004). 
Afin d’observer les effets de cette molécule sur le contenu en cholestérol des kératinocytes ainsi que sur la 
constitution des lipid rafts, nous avons réalisé des dosages du cholestérol cellulaire et des marquages en 
fluorescence des lipid rafts après avoir incubé des cultures de kératinocytes en présence de MβCD.  
1.2 Effets de la MβCD sur le contenu en cholestérol et la morphologie des 
kératinocytes  
Comme nous l’avons décrit dans l’introduction générale, les membranes plasmiques des cellules 
contiennent des régions particulières nommées lipid rafts. Ces plates-formes de signalisation peuvent être 
déstabilisées suite au retrait de ses composants structuraux comme le cholestérol. Cependant, si les effets 
de la MβCD sur la réduction du contenu en cholestérol des kératinocytes sont déjà connus pour un 
traitement d’une heure en présence de 7,5 mM de MβCD (Jans et al. 2004; Bang et al. 2005), nous nous 
sommes demandé si dans ces conditions, le cholestérol membranaire était extrait rapidement ou de façon 
graduelle au cours du temps d’incubation en présence de MβCD dans les kératinocytes normaux. Afin de 
répondre à cette question, nous avons incubé les kératinocytes en présence de MβCD durant différentes 
périodes de temps inférieures à une heure et dosé le cholestérol subsistant dans les cellules. L’abondance 
du cholestérol chute de façon progressive au cours de l’incubation en présence de MβCD, arrivant à une 
perte de 43 % du cholestérol cellulaire par rapport au contrôle après 1 heure (Figure 1-1). La séquestration 
du cholestérol par la MβCD se fait donc de façon progressive et non abrupte, en atteignant un plateau 
après 45 et 60 minutes d’incubation avec la MβCD. Il est cependant à noter que les valeurs obtenues lors 
du dosage concernent non seulement le cholestérol résidant en membrane plasmique, mais également le 
cholestérol intracellulaire, présent notamment sous forme d’ester de cholestérol. Les valeurs obtenues lors 
de ce dosage sous-estiment donc la perte de cholestérol membranaire puisque la MβCD ne pénètre pas 
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dans les cellules et n’extrait en conséquent que le cholestérol de la membrane plasmique alors que nous 
dosons l’entièreté du cholestérol cellulaire.  
 
Afin d’observer si le retrait du cholestérol membranaire a un effet sur la structure des lipid rafts, nous 
avons réalisé un marquage de ces derniers à l’aide de la sous-unité B de la toxine de Vibrio cholerae 
(Figure 1-2). Cette toxine est composée de deux sous-unités (A et B). La sous-unité A est une ADP-
ribosyltransférase tandis que la sous-unité B, non toxique, permet à la protéine de s’accrocher à la surface 
cellulaire par l’intermédiaire des chaînes pentasaccharidiques des gangliosides GM1 (Spiegel 1985; Harder 
et al. 1998). Le couplage de la sous-unité B (CTx-B) de la toxine à une sonde Alexa 555 permet le marquage 
des gangliosides GM1 et donc la visualisation de la localisation et la structure des lipid rafts. Ce marquage 
est informatif, mais reste néanmoins relativement peu précis. En effet, comme nous l’avons expliqué dans 
l’introduction, si la taille estimée des lipid rafts est de 10-200 nm, le pouvoir de résolution d’un microscope 
optique n’est au mieux que de 200 nm. Il est donc relativement difficile d’avoir une idée précise de ce que 
sont les lipid rafts en utilisant la microscopie optique. De plus, la structure pentamérique de la CTx-B induit 
l’agrégation des GM1 et donc des lipid rafts (Spiegel et al. 1984) et la fixation chimique des cellules ne 
préserve pas toujours la localisation des molécules (particulièrement des lipides), pouvant causer des 
résultats artéfactuels. Nous avons réalisé le marquage des GM1 à 4°C afin de minimiser les mouvements 
Figure 1-1 : Effets de la déplétion du cholestérol membranaire sur l’abondance du 
cholestérol.  
Des cultures de kératinocytes à confluence ont été incubées pendant des périodes 
croissantes en présence de MβCD 7,5 mM. Le cholestérol a ensuite été extrait et dosé dans 
trois expériences indépendantes. ***=p<0,005. 
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membranaires avant de fixer les cellules avec de la paraformaldéhyde. Comme illustré à la figure 1-2, le 
marquage des lipid rafts n’est pas homogène dans la culture, certaines cellules sont marquées plus 
fortement que les autres, suggérant une plus grande concentration de régions riches en GM1 ou une 
meilleure accessibilité de la toxine pour ces cellules. Au niveau du motif du marquage, les cellules 
contrôles présentent un marquage en "taches" (Figure 1-2a flèches) couvrant toute la surface de la cellule 
alors que les cellules déplétées en cholestérol membranaire ne présentent plus ces "taches" mais ont un 
aspect plus rétracté comme attesté par la présence de prolongations (Figure 1-2b flèches). Le changement 
du marquage CTx-B dans les kératinocytes incubés avec la MβCD plaide en faveur d’une désorganisation 
des lipid rafts due à la déplétion du cholestérol membranaire.  
 
La rétraction des kératinocytes et la modification des contacts intercellulaires suite à la déplétion du 
cholestérol membranaire est un phénomène observé tant en microscopie à contraste de phase qu’en 
microscopie électronique à balayage (Figure 1-3). En microscopie à contraste de phase, les kératinocytes 
traités par la MβCD présentent une morphologie plus allongée et rétractée, les contours cellulaires sont 
devenus réfringents et la culture n’apparaît plus toujours comme confluente, suggérant la rupture des 
structures d’adhérence comme les jonctions d’ancrage (Lynch et al. 1993; Stankewich et al. 1996). 
Observés en microscopie électronique à balayage, les kératinocytes traités avec la MβCD apparaissent 
nettement moins jointifs que les cellules contrôles et présentent de longues prolongations de type 
filopode. Les microvillosités présentes en surface des cellules paraissent moins marquées et donc les 
membranes des kératinocytes semblent plus " lisses " que celles des kératinocytes non traités (Figure 1-
3b). Ces prolongations sont notamment constituées d’actine puisqu’un marquage avec la phalloïdine-
Figure 1-2 : Effets de la déplétion du cholestérol membranaire sur la morphologie des lipid rafts.  
Des cultures confluentes de kératinocytes ont été laissées comme contrôle (a) ou incubées une heure en 
présence de MβCD 7,5 mM (b) avant que les lipid rafts ne soient marqués avec la CTx-B. Les cellules ont été 
observées à l’aide d’un microscope à épifluorescence (barre d’échelle = 20 µm). 
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rhodamine produit exactement les mêmes caractéristiques de rétraction ainsi que la présence de 
prolongations lorsque les cellules sont traitées à la MβCD (Figure 1-3c). Ce qui pourrait être expliqué par le 
fait que la dépolymérisation du réseau d’actine est connue pour rompre les jonctions intercellulaires (Shen 
& Turner 2005) tandis que le cholestérol stabilise l’association des protéines contenues dans ce type de 
jonctions (Lambert et al. 2005).  
 
Nous avons ensuite recherché si la déplétion en cholestérol pouvait induire la désorganisation des 
plateformes moléculaires que sont les lipid rafts. Nous avons réalisé des centrifugations en gradient de 
densité après avoir traité les kératinocytes avec la MβCD et avons analysé par Western blot la localisation 
de deux protéines couramment utilisées comme marqueurs des lipid rafts, la cavéoline-1 et la flotilline-1, 
dans les différentes fractions obtenues à partir de ces gradients en utilisant les mêmes conditions de 
détection pour les paires contrôle-MβCD.  
La figure 1-4 montre une distribution de la flotilline-1 entre les fractions 6, 7 et 8 dans la condition 
contrôle. Distribution qui change suite à un traitement à la MβCD puisque la flotilline-1 n’est alors plus 
détectable dans ces fractions.  
Figure 1-3 : Effets de la désorganisation des lipid 
rafts sur la morphologie des kératinocytes.  
Les kératinocytes ont été laissés comme contrôle ou 
incubés une heure en présence de MβCD 7,5 mM 
avant d’être observés en microscopie à contraste de 
phase (a), déshydratés et observés en microscopie 
électronique à balayage (b) ou incubés en présence 
de phalloïdine couplée à de la rhodamine afin de 
marquer le réseau d’actine (c). 
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La cavéoline-1, en revanche, est dispersée entre les fractions 7 à 15 dans la condition contrôle et un 
traitement à la MβCD provoque une perte de la détection de cette protéine dans ces même fractions. 
Ce résultat indique que les lipid rafts pourraient être localisés dans les fractions 6, 7 et 8 de l’échantillon 
contrôle dans nos conditions de centrifugation puisque c’est dans celles-ci qu’on retrouve les deux 
protéines marqueurs. Cependant, comme ces régions sont enrichies en cholestérol, un dosage du 
cholestérol dans les différentes fractions du gradient permettrait d’affiner la localisation des lipid rafts 
dans ces conditions de centrifugation.  
 
Il semble, par ailleurs, que la déplétion du cholestérol induit une perturbation des plateformes lipidiques 
puisque tant la flotilline-1 que la cavéoline-1 ne sont plus détectées dans les mêmes fractions suite à la 
déplétion du cholestérol mais bien dans les portions les plus lourdes du gradient, indiquant que la 
déplétion du cholestérol par la MβCD pourrait déstabiliser ces structures. 
1.3 Effets de la déplétion du cholestérol sur la signalisation 
De la même façon que pour la cinétique d’extraction du cholestérol par la MβCD, si les voies de 
signalisation induites par la désorganisation des lipid rafts sont étudiées dans les kératinocytes (Gniadecki 
2004; Jans et al. 2004; Bang et al. 2005), mais également dans d’autres types cellulaires, aucune donnée 
concernant les cinétiques d’activation n’est disponible. Nous nous sommes donc intéressés à l’activation 
du récepteur de l’EGF (EGFR) en analysant la phosphorylation de la Tyr 1173 puisque ce récepteur est 
connu pour être activé lors de la déplétion du cholestérol tant dans les kératinocytes (Jans et al. 2004) que 
Figure 1-4 : Effets de la déplétion du cholestérol sur la localisation de la cavéoline-1 et de la 
flotilline-1 dans un gradient de densité.  
Les kératinocytes ont été mis en présence de MβCD 7,5 mM pendant une heure. Les lysats 
cellulaires ont ensuite été placés au fond d’un tube et recouvert d’un gradient discontinu de 
sucrose. Après la centrifugation, le gradient a été séparé en 15 fractions en partant de la fraction la 
plus légère (1) jusqu’au culot (15) et analysé par Western blot pour la cavéoline-1 et la flotilline-1.  
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dans d’autres types cellulaires (Chen & Resh 2002; Pike & Casey 2002). Nous avons également étudié l’état 
de phosphorylation de la MAPK p38 et de Akt. Si la MAPK p38 a été décrite comme étant un marqueur de 
stress (revu dans (Kyriakis & Avruch 2001), elle est également activée lors de la déplétion du cholestérol 
(Jans et al. 2004), au contraire de la protéine anti-apoptotique Akt qui est déphosphorylée dans ces 
mêmes conditions (Li et al. 2006b; Adam et al. 2007). 
Afin d’étudier la mise en place des signalisations induites par la déplétion du cholestérol, nous avons 
incubé les kératinocytes en présence de MβCD pendant des périodes de temps croissantes, mais 
n’excédant pas 60 minutes. Si le cholestérol est extrait de façon progressive (Figure 1-1), la mise en place 
des signalisations par les kératinocytes en réponse à l’extraction de ce composé des lipid rafts est 
relativement rapide puisque tant le récepteur de l’EGF que la MAPK p38 sont activés dans les minutes qui 
suivent la mise en présence de MβCD (Figure 1-5). Cependant, si la phosphorylation du récepteur de l’EGF 
semble être constante tout au long de l’heure d’incubation en présence de MβCD, la MAPK p38 paraît 
subir une activation en deux phases. La première phase d’activation est précoce et fugace puisqu’elle 
prend part entre une et cinq minutes suivant l’ajout de MβCD tandis que la deuxième phase d’activation 
est plus tardive mais prolongée, débutant 30 minutes après l’ajout de MβCD et se prolongeant jusque 60 
minutes après (Figure 1-5).  
 
La protéine anti-apoptotique Akt en revanche commence à être déphosphorylée après 40 minutes de 
traitement et est complètement déphosphorylée après 60 minutes. Cette désactivation pourrait 
éventuellement être à l’origine de la mise en place d’un processus apoptotique et ce, bien que le 
récepteur de l’EGF soit activé.  Il en va de ême pour l’activation biphasique de la MAPK p38 . 
1.4 Les kératinocytes récupèrent suite à la déplétion du cholestérol membranaire 
Nous nous sommes ensuite demandé si, suite à un traitement avec la MβCD, les kératinocytes sont 
capables de récupérer tant au niveau de la présence de cholestérol membranaire que sur le plan 
morphologique. En effet, si une incubation prolongée avec la MβCD induit la mort cellulaire (Bang et al. 
2005; Li et al. 2006b), la présence de cholestérol chez le kératinocyte épidermique est indépendante 
Figure 1-5 : Effets de la déplétion du cholestérol 
sur la signalisation.  
Les kératinocytes ont été mis en présence de MβCD 
7,5 mM pendant différentes périodes allant de une à 
soixante minutes. Les lysats cellulaires ont ensuite été 
analysés par Western blot pour le récepteur de l’EGF, 
p38, Akt ainsi que leurs formes phosphorylées.  
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d’apport extérieur, notamment par les lipoprotéines circulant dans le sang. Il serait donc tout à fait 
possible que les cellules soient capables de re-synthétiser du cholestérol et peut-être de reformer des lipid 
rafts (Simons & Ikonen 2000). Afin de répondre à cette question, nous avons incubé les kératinocytes 
pendant une heure en présence de MβCD et nous les avons laissés récupérer pendant différentes 
périodes. A la suite de ces périodes de récupération, nous avons réalisé un dosage du cholestérol ou 
marqué les lipid rafts. La figure 1-6a montre les résultats obtenus pour le dosage du cholestérol et montre 
une re-synthèse progressive de ce composé des lipid rafts, permettant d’atteindre les valeurs initiales de 
cholestérol cellulaire après 17 heures de récupération. Une incubation en présence de MβCD 
préalablement chargée en cholestérol (Klein et al. 1995) ne génère aucune diminution du contenu 
cellulaire en cholestérol. Au contraire un léger apport, non significatif cependant par rapport au contrôle, 
est observé dans ces conditions. En effet, il est connu que la MβCD peut également servir de complexe 
d’inclusion permettant  non seulement de re-fournir les membranes en cholestérol, mais également d’y 
délivrer le cholestérol et donc d’enrichir les membranes en ce composé (Zidovetzki & Levitan 2007). 
 
Il est à noter que si la récupération se fait en présence de lovastatine, une molécule qui inhibe la 3-
hydroxy-3-méthyl-glutaryl-CoA réductase (HMGCoA réductase), l’enzyme-clé de la voie de synthèse du 
cholestérol, ce dernier n’est pas re-synthétisé durant la récupération comme attesté à la figure 1-6b. De 
plus, la légère diminution de la quantité de cholestérol observée lorsque les cellules contrôles sont 
incubées 17 heures en présence de lovastatine pourrait indiquer qu’il existe une légère perte continuelle 
Figure 1-6 : Effet de la récupération suivant la déplétion en cholestérol sur la concentration en 
cholestérol.  
Des cultures de kératinocytes à confluence ont été incubées 1 heure en présence de MβCD 7,5 mM puis 
laissées récupérer pendant différentes périodes ou incubées 1 heure en présence de MβCD chargée en 
cholestérol (m/c)(a) ou laissées récupérer en présence de lovastatine (10 µM) ou de DMSO (b). Le 
cholestérol a ensuite été extrait et dosé (n=3). Les moyennes ont été comparées en utilisant un test de 
Student. *** p<0,001, * p<0,05. 
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du cholestérol membranaire qui ne peut être compensée par l’envoi en membrane de cholestérol néo-
synthétisé si la HMGCoA réductase est inhibée. 
Le cholestérol joue également un rôle dans la stabilisation de la cavéoline-1 (Frank et al. 2002). Nous avons 
donc recherché son abondance protéique lors de la déplétion du cholestérol par la MβCD puis suivant des 
périodes de récupération (Figure 1-7). On peut observer une diminution de la forme totale de la cavéoline-
1 au cours des périodes de récupération suivant la déplétion du cholestérol. Il est cependant à noter que la 
cavéoline-1 est phosphorylée de façon plus marquée sur sa Tyr 14 lors des premières heures de 
récupération. Cette phosphorylation diminue par la suite, probablement en raison de la dégradation de la 
protéine. En revanche, une incubation en présence d’EGF n’induit pas de phosphorylation notable de la 
cavéoline-1. 
Figure 1-7 : Effet de la récupération suivant la déplétion du cholestérol sur la cavéoline-1. 
Des cultures confluentes de kératinocytes ont été laissées comme contrôle, incubées une heure en présence de MβCD 
7,5 mM  avant d’être laissée récupérer pendant 1, 3, 7, ou 17 heures dans du milieu de culture ou incubées 20 min en 
présence d’EGF (10 ng/ml).  Les lysats cellulaires ont été analysés par Western  blot pour la cavéoline-1 et sa forme 
phosphorylée sur la Tyr 14. La détection de la β-actine constitue un contrôle de charge. 
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Nous pouvons observer au niveau du marquage des lipid rafts par la CTxB la reformation des taches 
observés dans les cellules contrôles lorsque les kératinocytes ont la possibilité de récupérer pendant 17h 
après la déplétion du cholestérol (Figure 1-8d, flèche). De plus, la rétraction des kératinocytes disparait 
lors de la récupération. Dans le cas d’une incubation en présence de MβCD chargée en cholestérol (Figure 
1-8e), aucune altération du marquage n’est observée par rapport au contrôle.  
Figure 1-8 : Effet de la récupération suivant 
la déplétion en cholestérol sur la morphologie 
des lipid rafts. 
Des cultures confluentes de kératinocytes ont 
été laissées comme contrôle (a), incubées une 
heure en présence de MβCD 7,5 mM (b) ou en 
présence de MβCD chargée en cholestérol (e) 
puis mises en présence de la CTx-B ou laissées 
récupérer pendant 17 heures (c et d) avant le 
marquage des lipid rafts. Après avoir été fixées 
avec de la paraformaldéhyde, les cellules ont 
été observées à l’aide d’un microscope à 
épifluorescence (barre d’échelle = 20 µm). 
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Etant donné que les kératinocytes retrouvent une morphologie normale si on les laisse récupérer après la 
déplétion du cholestérol, nous nous sommes demandé si les signalisations observées et illustrées à la 
figure 1-5 étaient également supprimées. Nous avons donc étudié l’état de phosphorylation du récepteur 
de l’EGF, des MAPK ERK1/2 et p38, ainsi que la phosphorylation de Akt directement après la déplétion du 
cholestérol ou après une période de récupération qui dure entre 1 et 17 heures.   
Alors que toutes les protéines investiguées (à l’exception d’Akt) sont phosphorylées dans l’heure suivant la 
déplétion du cholestérol, la période de récupération des kératinocytes permet d’observer l’extinction de 
certaines des signalisations après 17 heures. Les MAPK ERK1/2 semblent rester activées durant toutes les 
périodes de récupération, tandis que le récepteur de l’EGF et la MAPK p38 sont déphosphorylés après 7 
heures de récupération (Figure 1-9a). De façon surprenante, Akt est à nouveau phosphorylé après 17 
heures de récupération, indiquant éventuellement que la mise en place éventuelle d’un processus 
d’apoptose peut être interrompue dans ces conditions. Au contraire, lorsque les cellules sont laissées en 
présence de lovastatine durant les 17 heures de récupération, les phosphorylations du récepteur de l’EGF 
et de la MAPK p38 restent détectables, tandis que la phosphorylation de Akt n’est pas entièrement 
récupérée (Figure 1-9b). 
Figure 1-9 : Effet de la récupération suivant la désorganisation des lipid rafts sur la signalisation. 
a : Des cultures confluentes de kératinocytes ont été laissées comme contrôle ou incubées une heure en 
présence de MβCD 7,5 mM  avant d’être laissée récupérer pendant 1, 3, 7, ou 17 heures dans du milieu 
de culture.  
b : Les cellules ont été traitées ou non 1h en présence de MβCD 7,5 mM avant d’être laissée récupérer 
(ou non) 17 heures en présence de lovastatine ou du véhicule (DMSO). Les lysats cellulaires ont ensuite 
été analysés par Western blot pour le récepteur de l’EGF, ERK1/2, p38, Akt ainsi que leur forme 
phosphorylée. 
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D’un point de vue plus fonctionnel, nous avons cherché à voir si la déplétion transitoire du cholestérol 
influait sur certaines fonctions des kératinocytes, notamment la migration et la prolifération qui sont deux 
activités importantes dans la fonction des kératinocytes épidermiques.  
Nous avons donc réalisé un test de recolonisation afin d’étudier la capacité des kératinocytes à migrer. Un 
scratch a été réalisé dans des cultures de kératinocytes et les cellules ont été traitées une heure en 
présence de MβCD puis laissées récupérer (ayant donc possibilité de migrer) pendant 24 heures, en 
présence ou non de lovastatine afin d’empêcher la re-synthèse du cholestérol (Figure 1-10a).  
La migration des cellules contrôles, qu’elles soient en présence ou non de lovastatine, ne semble pas 
particulièrement perturbée puisqu’elles sont capables de recoloniser la totalité de la surface du scratch. Le 
fait d’avoir perturbé les lipid rafts par la déplétion du cholestérol ne montre qu’une incidence partielle sur 
la capacité de migration des kératinocytes comme le montre la recolonisation d’une grande surface du 
scratch. Toutefois, l’inhibition de l’HMGCoA réductase par la lovastatine après la déplétion du cholestérol 
par la MβCD ne permet pas la migration des kératinocytes, soulignant l’importance du cholestérol, et donc 
des lipid rafts, dans la fonctionnalité de ces cellules pour réparer une monocouche épithéliale.  
Figure 1-10 : Effet de la récupération 
suivant la désorganisation des lipid rafts sur la 
migration et la prolifération des kératinocytes.  
a : Des cultures confluentes de kératinocytes 
ont été laissées comme contrôle ou incubées 
une heure en présence de MβCD 7,5 mM avant 
la réalisation d’un scratch et d’être laissées 
récupérer pendant 24 heures en présence de 
lovasatine ou du véhicule (DMSO). Barre 
d’échelle : 0,5 mm. 
b : Les kératinocytes confluents à 90% ont été 
mis en présence de BrdU (10 µM) et de MβCD 
(7,5 mM) ou laissés comme contrôle  pendant 
une heure avant d’être laissés récupérer en 
présence de BrdU. Les cellules ont ensuite été 
fixées et le BrdU a été détecté et compté 
comme décrit dans la section Matériel et 
Méthodes. 
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Au point de vue de la prolifération, nous n’avons observé aucune variation suite à la désorganisation des 
lipid rafts puisque 24 heures après l’incubation en présence de MβCD, 78,5 % des cellules ont incorporé du 
BrdU alors que les contrôles présentent un pourcentage d’incorporation de BrdU de 71,5 %. Le fait 
d’incuber les kératinocytes en présence de MβCD pendant une période d’une heure ne semble pas 
perturber la prolifération cellulaire alors que des temps d’incubation plus long résultent en la mort 
cellulaire (Bang et al. 2005; Li et al. 2006b). 
 
En conclusion de cette première partie, nous pouvons dire que la MβCD induit bien une déplétion du 
cholestérol (Figure 1-1), laquelle semble induire deux types de réponses opposées : d’une part la survie en 
activant le récepteur de l’EGF et les MAPK ERK1/2, et d’autre part le stress par l’activation de la MAPK p38 
et la déphosphorylation de Akt (Figure 1-5). Ces réponses sont mises en place de façon rapide, mais sont 
réversibles puisque laisser la possibilité aux cellules de récupérer résulte en une néo-synthèse de 
cholestérol et en une extinction des signalisations (Figures 1-6a et 1-9a). En revanche, empêcher la néo-
synthèse de cholestérol en inhibant l’enzyme-clé de la voie de synthèse du cholestérol ne permet ni la 
récupération du cholestérol membranaire, ni la reformation des structures marquées par la CTx-B, ni la 
déphosphorylation complète des protéines de signalisation comme EGFR ou p38 (Figures 1-6b et 1-9b).  
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2 Processing du récepteur de l’EGF en réponse à la 
déplétion du cholestérol 
2.1 Introduction 
L’activation du récepteur de l’EGF se fait de façon conventionnelle par la liaison d’un ligand, 
induisant la dimérisation du récepteur suivie par l’activation de son domaine tyrosine kinase 
(Jorissen et al. 2003). Cependant, le récepteur de l’EGF a également été décrit comme pouvant 
être activé de façon indépendante de ligand, ce mode d’activation se produisant le plus souvent 
en situation de stress, notamment suite à une exposition aux UV (Peus et al. 1998) ou lors de la 
désorganisation des lipid rafts (Chen & Resh 2002).  
La première partie de ce chapitre a été réalisée dans le département de dermatologie du 
Bispebjerg Hospital (Copenhague, Danemark) chez le Dr. Robert Gniadecki avec des cellules 
HaCaT qui sont des kératinocytes transformés spontanément (Boukamp et al. 1988) et fait partie 
d’une publication présentée dans les annexes. La seconde partie a été réalisée au laboratoire 
Cellules et Tissus avec des kératinocytes humains normaux isolés selon la technique décrite dans 
la partie Matériel et Méthodes et fait également l’objet d’une publication présentée en annexe. 
Au cours de ce travail, nous avons cherché à montré l’activation ligand-indépendante du 
récepteur de l’EGF suite à la déplétion du cholestérol dans des kératinocytes de types HaCaT 
comme cela avait déjà été montré dans des cellules Cos-1 (Chen & Resh 2002).  
Au regard de nouvelles données disponibles dans la littérature, la ré-examination des résultats 
obtenus avec les cellules HaCaT a cependant laissé penser que l’activation du récepteur n’était 
pas entièremment indépendante de la présence de ligand et nous avons recherché le rôle d’un 
ligand dans l’activation du récepteur de l’EGF suite à la déplétion du cholestérol. Cette partie du 
travail sera présentée dans le troisième chapitre des résultats. Au vu des résultats obtenus après 
la publication des deux articles, les discussions développées dans ceux-ci concernant l’activation 
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2.2 Activation indépendante de ligand du récepteur de l’EGF dans les cellules 
HaCaT 
Nous avons tout d’abord cherché à savoir si le récepteur de l’EGF était activé de la même façon 
dans les cellules HaCaT que dans les kératinocytes normaux en réponse à la déplétion du 
cholestérol. En effet, Jans et al. avaient montré dans leur étude que lors de la désorganisation 
des lipid rafts suite à la déplétion du cholestérol, le récepteur de l’EGF (HER1) mais également 
HER2 étaient activés. Aucune phosphorylation d’HER3 n’avait été détectée (Jans et al. 2004). Le 
récepteur de l’EGF étant l’un des systèmes de contrôle les plus importants chez les kératinocytes, 
nous avons cherché à savoir si les kératinocytes transformés réagissaient de manière similaire en 
réponse à la déplétion du cholestérol.  
Afin d’éviter tout effet dû à la présence de facteurs de croissance dans le sérum, les cellules ont 
été rincées et incubées deux heures dans du milieu DMEM ne contenant pas de sérum avant 
d’être mises en présence de MβCD. Comme montré à la figure 2-1, le récepteur de l’EGF est 
légèrement activé suite à la déplétion du cholestérol par la MβCD dans les cellules HaCaT. Les 
kinases ERK1/2 et p38 sont également phosphorylées dans ces conditions. Cependant, si 
l’activation du récepteur de l’EGF paraît être croissante entre 1 et 3 heures d’incubation en 
présence de MβCD, la phosphorylation de ERK1/2 décroît tandis que celle de la MAPK p38 est 
constante.  
 
La phosphorylation de la partie cytoplasmique du récepteur de l’EGF est notamment due à 
l’activation du domaine tyrosine kinase. Jans et al. ayant montré le rôle de ce domaine dans 
l’activation du récepteur de l’EGF suite à déplétion du cholestérol (Jans et al. 2004), nous avons 
reproduit cette expérience avec les cellules HaCaT en utilisant un autre inhibiteur de l’activité 
tyrosine kinase de EGFR, l’AG1478. Comme le montre la figure 2-2, la phosphorylation du 
Figure 2-1 : Activation du récepteur de l’EGF, 
ERK1/2 et p38 dans les cellules HaCaT. 
Les cellules ont été cultivées jusqu’à atteindre un 
état de confluence puis privées de sérum 
pendant 2h avant d’être incubées en présence de 
MβCD 1% (= 7,5 mM) pendant 1, 3 ou 6 heures. 
Les lysats cellulaires ont été analysés par Western 
blot pour EGFR, ERK1/2, p38 et leur forme 
phosphorylée. 
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récepteur de l’EGF en réponse à la déplétion du cholestérol n’est plus possible lorsque son 
domaine tyrosine kinase est inhibé par l’agent pharmacologique AG1478 (Figure 2-2a). De plus, la 
transduction du signal ne se fait pas puisque les MAPK ERK1/2 et p38 sont également 
déphosphorylées dans ces conditions. Ce qui laisse penser que l’activation de la MAPK p38 
dépend de l’activité kinase du récepteur de l’EGF, après une heure du moins. En effet, après 90 
min de traitement, si le récepteur de l’EGF et ERK1/2 ne sont pas phosphorylés en présence de 
l’inhibiteur, la phosphorylation de la MAPK p38 ne semble pas varier. Ce qui pourrait être dû à la 
mise en place d’une autre voie de signalisation activant p38, reflètant peut-être un léger effet 
toxique de l’inhibiteur puisque la MAPK p38 est activée en situation de stress. 
 
Nous avons également vérifié que l’activation du récepteur de l’EGF était due à la 
désorganisation des lipid rafts et pas à un effet inhérent à la MβCD. Pour cela, nous avons utilisé 
la filipin III qui complexe le cholestérol membranaire sans l’extraire comme le fait la MβCD 
(Robinson & Karnovsky 1980). Nous pouvons également observer une activation du récepteur de 
l’EGF lorsque les cellules sont traitées avec la filipin III (Figure 2-2b). Cependant, si un temps 
d’incubation croissant en présence de MβCD induit une augmentation de la phosphorylation du 
récepteur de l’EGF, celle-ci, de même que la phosphorylation de ERK1/2, semble diminuer au 
cours du temps d’incubation en présence de filipin III. De plus, la phosphorylation de la MAPK 
p38 ne varie pas en fonction de l’activité kinase du récepteur de l’EGF suite à son activation par 
la filipin III.  
Figure 2-2 : Rôle du domaine tyrosine kinase dans l’activation du récepteur de l’EGF. 
Les cellules ont été cultivées jusqu’à atteindre un état de confluence puis privées de sérum pendant 2h 
avant d’être incubées 30 min en présence d’AG1478 (10 µM) ou du véhicule (DMSO) puis incubées 60 ou 90 
min avec de la MβCD 7,5 mM (a) ou de la filipin III 2 µg/ml (b) en présence ou non de l’inhibiteur. Les lysats 
cellulaires ont été analysés par Western blot pour EGFR, p38, ERK1/2 et leur forme phosphorylée. 
RÉSULTATS                       2° PARTIE  SIGNALISATION ET PROCESSING DU RÉCEPTEUR DE L’EGF 
 - 86 - 
De façon générale, nous pouvons conclure de cette expérience que le récepteur de l’EGF est bien 
phosphorylé en réponse à la désorganisation des lipid rafts dans les cellules HaCaT et que 
l’activation du récepteur, due à l’activation du domaine tyrosine kinase, se transmet aux MAPK 
ERK1/2 et p38.  
La question suivante consistait à savoir si l’activation du récepteur de l’EGF était due à la liaison 
d’un ligand à sa partie extracellulaire. Pour répondre à cette question, nous avons utilisé un 
anticorps neutralisant le domaine de liaison au ligand du récepteur de l’EGF. Si un ligand présent 
en membrane est clivé par l’activation de métallo-protéinase (Prenzel et al. 1999), il ne pourra 
pas se lier au récepteur de l’EGF et donc aucune phosphorylation de ce dernier ne sera observée. 
Au contraire, si l’activation est indépendante de ligand, le fait de bloquer le site de liaison du 
ligand n’empêchera pas l’activation du récepteur. Les résultats obtenus et présenté à la figure 2-
3 nous paraissaient concordants avec ceux obtenus par Chen et Resh (Chen & Resh 2002).  
 
En effet, l’activation du récepteur de l’EGF paraît être maintenue en présence de l’anticorps 
neutralisant lors de la déplétion du cholestérol (que ce soit avec 1 ou 2% de MβCD), alors qu’un 
ligand comme l’EGF est incapable de se lier au récepteur, et donc de déclencher son activation, 
lorsque le site de liaison du ligand est encombré par l’anticorps, confirmant l’effet de l’anticorps 
neutralisant.  
Figure 2-3 : Activation indépendante de ligand du récepteur de l’EGF dans les cellules HaCaT. 
Les cellules ont été cultivées jusqu’à atteindre un état de confluence puis privées de sérum pendant 
2h avant d’être incubées 30 min en présence de l’anticorps neutralisant (10 µg/ml) avant d’être 
incubées 1 heure avec de la MβCD (1 ou 2%) ou de l’EGF 5 ng/ml en présence ou non de l’anticorps 
neutralisant. Les lysats cellulaires ont été analysés par Western blot pour EGFR, p38, ERK1/2 et leur 
forme phosphorylée. 
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La diminution de phosphorylation de la MAPK ERK1/2 en présence de l’anticorps neutralisant 
reflète bien le rôle du récepteur de l’EGF dans son activation, au contraire de la MAPK p38 dont 
le niveau de phosphorylation ne varie pas. Ce résultat pourrait éventuellement suggérer une 
activation indépendante du récepteur de l’EGF malgré le fait que l’inhibition de l’activité tyrosine 
kinase du récepteur de l’EGF dimine l’activation de p38 (Figure 2-2a). 
Au terme de cette partie du travail, nous avons pu montrer que les cellules HaCaT se 
comportaient comme les kératinocytes normaux en réponse à la déplétion du cholestérol en 
activant le récepteur de l’EGF mais également les MAPK ERK1/2 et p38.  
 
Ce travail, réalisé en collaboration avec l’équipe du Dr. Robert Gniadecki dans le département de 
dermatologie de l’hôpital Bispebjerg à Copenhague, fait partie d’une publication (voir les 
Annexes). Dans cet article, nous avons tout d’abord confirmé, par microscopie optique, la 
localisation du récepteur de l’EGF dans les lipid rafts, situé principalement au niveau de la partie 
apicale de la membrane plasmique. Nous avons ensuite montré que lors de la désorganisation 
des lipid rafts, la localisation du récepteur de l’EGF est modifiée et qu’il sort de ces régions 
denses pour former des agrégats stables dont la mobilité semble réduite par rapport à la 
membrane environnante, réduction d’autant plus forte lors de la déplétion du cholestérol. 
Ce regroupement de récepteurs de l’EGF, qui n’est pas dû à une modification de la population 
membranaire du récepteur, permet probablement la création d’un environnement propice à son 
activation de façon indépendante de ligand (éventuellement en raison de la haute concentration 
d’une même protéine dans une aire restreinte (Nagy et al. 2002)) puisque le fait d’encombrer le 
site de liaison du ligand du récepteur de l’EGF n’empêche pas son activation suite à la déplétion 
du cholestérol.  
Nous avons également cherché si l’activation du récepteur de l’EGF par la MβCD était traduite en 
signal mitogène pour la cellule suite à l’activation de la voie ERK1/2. L’incorporation de BrdU ou 
des colorations au bleu de méthylène ont montré que l’incubation en présence de faibles 
concentrations de MβCD (0,1-0,5%) induit une légère prolifération des cellules HaCaT. 
Cependant, si la concentration en MβCD est supérieure à 1% ou si le temps d’incubation est 
prolongé au-delà de 12 heures, l’effet devient létal pour les cellules. 
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2.3 Effet de la déplétion du cholestérol sur la signalisation et la localisation 
du récepteur de l’EGF dans des kératinocytes normaux 
Le récepteur de l’EGF peut être activé de différentes manières ne dépendant pas toutes de 
l’ajout d’un ligand dans le milieu extracellulaire. Nous avons donc comparé l’état d’activation du 
récepteur de l’EGF suite à différents types d’activation (c’est-à-dire dépendant ou non de l’ajout 
d’un ligand exogène) en analysant par Western blot l’état de phosphorylation du récepteur de 
l’EGF ainsi que des MAPK ERK1/2 et p38. Comme le montre la figure 2-4, la déplétion du 
cholestérol, le stress oxydatif par l’H2O2 et un ligand comme l’EGF induisent une phosphorylation 
du récepteur de l’EGF. Il est à noter que si la MAPK ERK1/2 est phosphorylée de façon semblable 
dans les trois conditions, p38 est particulièrement phosphorylé dans des situations de stress 
comme la déplétion du cholestérol ou le stress oxydatif.  
 
Il est connu que la phosphorylation du récepteur de l’EGF induit la formation de dimères 
(Jorissen et al. 2003). Nous avons donc cherché si le récepteur de l’EGF, une fois activé dans nos 
trois conditions, était également capable de former des dimères. Pour cela, nous avons utilisé du 
Bis(sulfosuccinimidyl)suberate (BS3), un crosslinker non clivable, permettant de maintenir les 
liaisons entre deux protéines à la condition qu’elles soient suffisamment proches l’une de l’autre. 
Dans le cas où des dimères sont formés, le récepteur de l’EGF sera détecté à une taille de 180 
kDa pour les formes non dimérisées, mais également à 360 kDa pour les formes dimérisées.  
Nous avons pu observer la formation de dimères lorsque le récepteur de l’EGF est activé par un 
ligand, dimères qui sont constitués de monomères phosphorylés (Figure 2-5). Dans le cas de la 
déplétion du cholestérol, le récepteur de l’EGF forme également des dimères phosphorylés. Par 
contre, lors d’une incubation avec de l’H2O2, si le récepteur de l’EGF est phosphorylé, aucune 
dimérisation n’a été détectée (Figure 2-5).  
Figure 2-4 : Etat d’activation du récepteur de l’EGF, ERK1/2 et 
p38.   
Les cellules ont été cultivées jusqu’à atteindre un état de 
confluence puis incubées 1 heure avec de la MβCD 7,5 mM ou 20 
min en présence d’H2O2 1 mM ou d’EGF 10 ng/ml. Les lysats 
cellulaires ont été analysés par Western blot pour EGFR, ERK1/2, 
p38 et leur forme phosphorylée. 
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Le fait que le récepteur de l’EGF soit activé mais ne forme pas de dimère en situation de stress 
oxydatif et que des dimères soient détectés dans la condition contrôle pose la question de 
l’utilité de l’état de phosphorylation pour déclencher la dimérisation. Nous ne pouvons toutefois 
pas répondre à cette question du fait que bloquer l’activité tyrosine kinase du récepteur de l’EGF 
induit en soi une dimérisation de la protéine (Wang et al. 2005) (résultat non montré). De plus, il 
est probable que des récepteurs soient déjà présents sous forme de dimères inactifs en 
membrane (Tao & Maruyama 2008). 
Nous nous sommes ensuite intéressés à la possibilité d’internalisation du récepteur de l’EGF. En 
effet, dans la suite des événements suivant son activation et sa dimérisation en réponse à un 
ligand, le récepteur de l’EGF est internalisé. Nous avons donc réalisé un marquage du récepteur 
de l’EGF dans des kératinocytes contrôles, traités à l’H2O2, déplétés en cholestérol ou incubés en 
présence d’EGF. Comme le montre la figure 2-6a, le récepteur de l’EGF est principalement 
localisé au niveau de la membrane plasmique dans les cellules contrôles. En réponse à un ligand 
comme l’EGF, le récepteur est internalisé et le marquage de la figure 2-6a présente une 
localisation essentiellement cytoplasmique du récepteur de l’EGF.  
Figure 2-5 : Dimérisation du récepteur de l’EGF lors de la désorganisation des lipid rafts. 
Les cellules ont été cultivées jusqu’à atteindre un état de confluence. Les protéines de 
surface ont été crosslinkées (ou non) avec du BS
3
 (2 mM, 15 min) avant d’être incubées 1 
heure avec de la MβCD 7,5 mM ou 20 min en présence d’H2O2 1 mM ou d’EGF 10 ng/ml. Les 
cellules ont ensuite été lysées et les lysats ont été analysés par Western blot après migration 
dans un gel SDS-PAGE 5% pour le récepteur de l’EGF (a) et sa forme phosphorylée (b). 
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Figure 2-6 : localisation du récepteur de l’EGF.  
a : Les cellules ont été cultivées jusqu’à atteindre un état de confluence avant d’être incubées 1 heure avec 
de la MβCD 7,5 mM ou 20 min en présence d’H2O2 1 mM ou d’EGF 10 ng/ml. Les cellules ont ensuite été 
fixées avant que le récepteur de l’EGF soit marqué. Barre d’échelle : 40 µm. 
b : Graphe d’intensité représentant la localisation du récepteur de l’EGF dans des cellules contrôles (Ctl) ou 
traitées à l’EGF (EGF) après analyse des images obtenues en microscopie confocale avec le programme 
ImageJ. 
c : Les cellules ont été traitées comme décrit en a et les images obtenues par microscopie confocale ont été 
analysées comme décrit en b.***=p<0,001, **=p<0,01 et ns= non significatif. 
d : Les cellules ont été traitées comme en a avant d’être mises en présence de 
125
I-EGF. La liaison spécifique 
de l’EGF radio-marqué a alors été mesuré à 4°C comme décrit dans la section matériel et méthodes. Le 
graphe représente la moyenne +/- un écart-type de 3 expériences indépendantes (*=p<0,05, **=p<0,01 et 
***=p<0,001).     
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En cas d’activation du récepteur de l’EGF sans ajout de ligand exogène, nous pouvons observer 
deux réponses différentes. En effet, si le récepteur est activé en réponse à la déplétion du 
cholestérol, il ne semble pas être délocalisé. Par contre, suite à son activation par l’H2O2, le 
récepteur de l’EGF est internalisé, comme attesté par la quantification des images obtenues par 
microscopie confocale (Figure 2-4c).  
Afin d’évaluer de façon quantitative l’internalisation du récepteur de l’EGF, nous avons utilisé le 
programme ImageJ, permettant de quantifier les pixels sur les images obtenues par microscopie 
confocale, en utilisant la méthode décrite à la figure 2-6b et au point 4.3 de la section Matériel et 
Méthodes. L’histogramme obtenu indique une localisation majoritairement périphérique du 
récepteur de l’EGF dans la condition contrôle ainsi que lorsque le cholestérol est déplété par la 
MβCD. Par contre, une incubation avec de l’H2O2 ou de l’EGF résulte en une distribution du 
récepteur depuis la périphérie cellulaire vers le cytoplasme, indiquant une probable 
internalisation du récepteur de l’EGF puisqu’il n’y a plus de différence significative entre la 
détection du récepteur en périphérie cellulaire ou dans le cytoplasme.  
Nous avons utilisé une deuxième technique permettant d’analyser l’accessibilité en surface 
cellulaire du récepteur de l’EGF en utilisant la liaison d’un ligand marqué radioactivement. Les 
cellules ont subi les différents traitements avant d’être incubées en présence d’EGF marqué à 
l’iode 125 (à 4°C afin d’éviter toute internalisation membranaire). Après plusieurs rinçages suivis 
de la lyse des cellules, la radioactivité associée aux cellules a été mesurée dans un compteur 
gamma. Si le récepteur se trouve encore en surface de la cellule, le ligand radioactif peut s’y lier, 
tandis que si le récepteur est internalisé, le ligand radioactif est incapable de s’y lier. Les résultats 
obtenus sont présentés à la figure 2-6d. Les cellules traitées avec l’H2O2 ou l’EGF présentent une 
liaison d’EGF marqué de respectivement 59 et 46 % par rapport au contrôle, reflétant bien 
l’internalisation du récepteur de l’EGF. En revanche, et de façon surprenante, les cellules 
incubées avec la MβCD présentent une radioactivité associée de 216 % par rapport au contrôle. 
Cette augmentation de la liaison d’un ligand radioactif pourrait être expliquée par l’exocytose de 
vésicule contenant le récepteur de l’EGF or le fait d’enlever le cholestérol membranaire résulte 
en une rigidification de la membrane empêchant tout mouvement tant d’endocytose que 
d’exocytose (Rodal et al. 1999; Chamberlain et al. 2001). Il est également possible que cette 
augmentation soit due à une affinité plus importante du récepteur pour ses ligands suite au 
traitement à la MβCD. Ce dernier argument a cependant été infirmé par Pike et Casey (2002), 
mais également dans l’article réalisé au Danemark (voir dans les Annexes). Une autre hypothèse 
pouvant justifier cette augmentation serait une meilleure accessibilité du récepteur pour son 
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ligand, comme proposé par Pike et Casey. En effet, la MβCD, en extrayant le cholestérol 
membranaire, aplanit les surfaces en détruisant les cavéoles, où peut également se trouver le 
récepteur de l’EGF, donnant l’impression d’une augmentation de la liaison du ligand marqué qui 
n’est en fait que le reflet d’une meilleure accessibilité du ligand pour son récepteur.  
Dans le cas où le processing du récepteur de l’EGF serait plus lent lors d’une activation 
indépendante de ligand, nous avons recherché la localisation du récepteur après certaines 
périodes de récupération suivant la déplétion du cholestérol. En effet, le fait de dépléter la 
membrane plasmique en cholestérol rigidifie cette dernière et inhibe les phénomènes 
d’endocytose, notamment du récepteur de l’EGF (He et al. 2006), ces derniers pourraient alors 
n’avoir lieu que lorsque la membrane se replète en cholestérol comme nous l’avons montré dans 
la première partie de ce travail.  
Le récepteur de l’EGF semble être endocyté entre 1 et 3 heures suivant l’heure de déplétion du 
cholestérol (Figure 2-7a) et la quantification des images obtenues en microscopie confocale et 
analysées avec le programme ImageJ indique une diminution de la localisation périphérique du 
récepteur de l’EGF 1 et 3 heures suivant la déplétion du cholestérol. De plus, la liaison d’un ligand 
radioactif est diminuée par rapport à la liaison du ligand marqué directement après la déplétion 
du cholestérol. Donc, si l’augmentation de liaison est toujours observable entre la condition 
contrôle et la condition MβCD sans récupération, le fait de laisser les cellules récupérer induit 
une diminution de la liaison du ligand. Diminution qui, si elle n’est pas significative par rapport au 
contrôle, l’est par rapport à la condition MβCD sans récupération, indiquant une diminution du 
nombre de récepteurs en surface. 
La biotinylation des protéines de surface nous a également permis de montrer l’internalisation 
du récepteur de l’EGF. En effet, la figure 2-7d indique qu’après 1 heure de récupération, il est 
possible de détecter le récepteur de l’EGF biotinylé, reflétant son internalisation puisque la 
biotine a été "protégée" par l’internalisation du récepteur. La diminution d’abondance de la 
forme totale du récepteur lors de l’immunoprécipitation ainsi que l’absence de détection de la 
biotine après 3 heures de récupération nous ont suggéré une éventuelle dégradation du 
récepteur. Il est en effet possible que la biotine, suite à une dégradation, ne soit plus détectable 
après 3 heures de récupération. Nous reparlerons de cette possibilité au point 2.6. 
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Figure 2-7 : Internalisation du récepteur de l’EGF pendant les périodes de récupération suivant la 
désorganisation des lipid rafts.  
a : Les cellules ont été cultivées jusqu’à atteindre un état de confluence avant d’être incubées 1 heure avec 
de la MβCD 7,5 mM puis laissées récupérer 0, 1, 3, 7 ou 17 heures. Les cellules ont ensuite été fixées avant 
que le récepteur de l’EGF soit marqué. Barre d’échelle : 40 µm. 
b : Les cellules ont été traitées comme décrit en a et les images obtenues par microscopie confocale ont été 
analysées comme décrit à la figure 2-6b. ***=p<0.001, **=p<0.01 et ns= non significatif. 
c : Les cellules ont été traitées comme en a avant d’être mises en présence de 
125
I-EGF. La liaison spécifique 
de l’EGF radio-marqué a alors été mesurée à 4°C comme décrit dans la section matériel et méthodes. Le 
graphe représente la moyenne +/- un écart-type de 3 expériences indépendantes (*=p<0,05, **=p<0,01 et 
***=p<0,001).         
d : Les kératinocytes ont été traités comme en a après biotinylation des protéines de surface. La biotine 
encore accessible en surface a ensuite été clivée et le récepteur de l’EGF a été immunoprécipité avant 
détection en utilisant de la streptavidine-HRP.  
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Comme la MβCD s’avère avoir un effet inhibiteur de l’internalisation en "rigidifiant" la membrane 
plasmique suite au retrait du cholestérol (Rodal et al. 1999; Subtil et al. 1999), nous avons 
cherché à savoir si une incubation courte avec la MβCD, créant une courte perturbation sans 
diminuer de façon significative la concentration en cholestérol (Figure 1-1), pourrait avoir un 
effet sur l’internalisation du récepteur. Nous avons donc traité les kératinocytes pendant 10 
minutes avec la MβCD, avant de laisser les cellules récupérer pendant différentes périodes de 
temps (Figure 2-8). Dans ce cas de figure également, le récepteur de l’EGF est internalisé, 
indiquant que cette endocytose pourrait être en fait une réponse à la désorganisation des lipid 





Figure 2-8 : Internalisation du récepteur de l’EGF après un traitement court à la MβCD.  
Les cellules ont été cultivées jusqu’à atteindre un état de confluence avant d’être incubées 10 
minutes avec de la MβCD 7,5 mM puis d’être laissées pendant des périodes de récupération de 10, 
20, 40 ou 60 minutes. Les cellules ont ensuite été fixées avant que le récepteur de l’EGF soit 
marqué. Barre d’échelle : 20 µm.  
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Etant donné qu’il est possible que l’internalisation du récepteur de l’EGF que nous avons 
observée soit due à un effet de la MβCD elle-même et non à la déplétion du cholestérol, nous 
avons localisé le récepteur de l’EGF suite à une incubation en présence d’αCD (α cyclodextrine). 
Cette molécule ne possède que 6 résidus glucose, rendant la cavité du cycle trop petite pour 
pouvoir séquestrer le cholestérol et donc n’interfèrant pas avec le cholestérol présent en 
membrane.  
Aucune internalisation du récepteur de l’EGF n’a été observée lors des périodes de récupération 
suivant l’incubation en présence d’αCD (Figure 2-9a). De plus, au contraire de la MβCD, l’αCD 
n’induit pas l’activation du récepteur de l’EGF, ni de la MAPK p38. Nous avons également testé 
les effets de la MβCD préalablement chargée en cholestérol sur la phosphorylation du récepteur 
de l’EGF et de p38 et n’avons observé aucune activation de ces protéines (Figure 2-9b). En 
revanche, si les cellules sont incubées avec du cholestérol, nous observons une activation du 
récepteur et de la MAPK p38. Ce résultat pourrait indiquer qu’une surcharge des membranes en 
cholestérol a les mêmes effets au niveau de l’activation de ces protéines qu’une déplétion de ce 
même composé. Cependant, comme nous n’avons pas réalisé de dosage du cholestérol cellulaire 
dans ces conditions, nous pouvons uniquement nous baser sur la littérature pour justifier la 
surcharge en cholestérol.  
Figure 2-9 : Effets de l’αCD sur l’activation et 
l’internalisation du récepteur de l’EGF.  
a : Les cellules ont été cultivées jusqu’à atteindre un état de 
confluence avant d’être incubées 1 heure avec de l’αCD (7,5 
mM) puis laissées récupérer 1 ou 3 heures avant de réaliser 
l’immuno-marquage du récepteur de l’EGF.  
b : Les cellules ont été traitées pendant une heure en 
présence de MβCD (7,5 mM), d’αCD (7,5 mM), de 
cholestérol (7,5 mM), ou de MβCD complexée à du 
cholestérol (7,5 mM). Les lysats cellulaires ont été analysés 
par Western blot pour le récepteur de l’EGF, p38 et leur 
forme phosphorylée. 
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A partir de ces résultats, une question vient à l’esprit : est-ce que l’activation et l’internalisation 
du récepteur de l’EGF en réponse à la déplétion du cholestérol que nous observons est spécifique 
des kératinocytes épidermiques ou est-ce que d’autres types cellulaires sont touchés par ce 
processus ?  
2.4 Etat d’activation et localisation du récepteur de l’EGF dans des 
kératinocytes transformés 
Nous avons donc réalisé la même cinétique de déplétion du cholestérol suivie de différents 
temps de récupération avec différentes souches de kératinocytes normaux (donc provenant de 
différents patients) ou transformés (les cellules HaCaT déjà utilisées lors de notre travail au 
Danemark, et les kératinocytes hTert) afin de vérifier si les phénomènes que nous avions 
observés dans une souche de kératinocytes normaux se produisaient de façon générale lors de la 
déplétion du cholestérol dans différents types de kératinocytes. Nous avons ainsi étudié l’état de 
phosphorylation du récepteur de l’EGF ainsi que de la MAPK p38, mais également 
l’internalisation du récepteur de l’EGF au cours des périodes de récupération qui suivent la 
déplétion du cholestérol. Les résultats obtenus avec les différentes souches de kératinocytes 
normaux étant semblables à ceux présentés précédemment, nous n’en reparlerons pas ici. 
Les kératinocytes de types HaCaT présentent le même type d’activation du récepteur de l’EGF 
que les kératinocytes normaux, c’est-à-dire une phosphorylation apparaissant après une heure 
de MβCD suivie d’une extinction au cours de la récupération (Figure 2-10). La déplétion du 
cholestérol dans les kératinocytes de types hTert induit également une activation du récepteur 
de l’EGF, mais celle-ci n’apparait qu’une heure après la déplétion du cholestérol.  
Figure 2-10 : Signalisation en réponse à la désorganisation des lipid rafts dans les kératinocytes 
transformés.  
Les cellules ont été cultivées dans du milieu DMEM contenant 10% de sérum jusqu’à atteindre un état de 
confluence. Les cellules ont ensuite été traitées dans du milieu sans sérum pendant 1h avant d’être 
laissées pendant des périodes de récupération. Les lysats cellulaires ont ensuite été analysés pour le 
récepteur de l’EGF, p38 et leurs formes phosphorylées. 
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L’activation de la MAPK p38, si elle paraît plus forte dans les cellules hTert que dans les cellules 
HaCaT suit également le même profil d’activation par rapport aux kératinocytes normaux. On 
peut cependant noter que le faible signal de phosphorylation observé dans les cellules HaCaT est 
assez rapidement éteint et que dans les cellules hTert, le profil de phosphorylation de la MAPK 
p38 est semblable à celui du récepteur de l‘EGF. 
Nous avons également localisé le récepteur de l’EGF dans ces types de kératinocytes et les 
figures 2-11 (cellules HaCaT) et 2-12 (cellules hTert) montrent bien une internalisation du 
récepteur de l’EGF dans les cellules HaCaT et hTert durant les périodes de récupération après la 
MβCD. 
En effet, des vésicules contenant le récepteur de l’EGF commencent à être détectées, tant dans 
les cellules HaCaT que dans les cellules hTert, environ après une heure de récupération suivant la 
déplétion du cholestérol. De façon intéressante dans les cellules HaCaT, le récepteur de l’EGF 
reste partiellement membranaire tout au long de la récupération et le marquage cytoplasmique 
disparait après 17 heures de récupération, de la même manière qu’avec les kératinocytes 
normaux (Figure 2-7). Ce qui pourrait suggérer l’existence de deux populations de récepteur, 
l’une étant plus sensible à la déplétion du cholestérol que l’autre, peut-être en fonction de leur 
localisation dans les différents types de domaines membranaires. 
Figure 2-11 : Localisation du récepteur de l’EGF dans des kératinocytes de 
type HaCaT.  
Les cellules ont été cultivées dans du milieu DMEM contenant 10% de sérum 
jusqu’à atteindre un état de confluence. Les cellules ont ensuite été traitées 
dans du milieu sans sérum pendant 1h avant d’être laissées pendant des 
périodes de récupération. Un traitement en présence de 10 ng/ml d’EGF 
pendant 20 min constitue un contrôle positif de l’internalisation du récepteur de 
l’EGF. Les images ont été prises en microscopie à épifluorescence. 
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La déplétion du cholestérol dans les cellules hTert induit également une internalisation du 
récepteur de l’EGF après une heure de récupération. Ces cellules paraissent cependant ne pas 
vraiment récupérer du stress induit par la déplétion du cholestérol. En effet, après 17 heures de 
récupération, les cellules ont un aspect nécrosé et le marquage du récepteur de l’EGF est 
essentiellement cytoplasmique, ce qui se pourrait se produire en cas de mort cellulaire. De plus, 
les contrôles de charge de la piste MβCD 1h et 17 heures de récupération des Western blot 
présentés à la figure 2-10 montrent une diminution importante de l’abondance des protéines 
EGFR et p38, probablement liée à la mort des cellules. Il est à noter que la MAPK p38 est 
également acitvée dans la piste contrôle 17 heures et que les cellules étaient également 
nécrosée dans cette condition. Il est dès lors possible qu’une confluence trop importante des 
cellules hTert induise l’activation de la MAPK p38 et résulte en une mort cellulaire. 
 
 
Figure 2-12 : Localisation du récepteur de l’EGF dans des kératinocytes de 
type hTert.  
Les cellules ont été cultivées dans du milieu DMEM contenant 10% de sérum 
jusqu’à atteindre un état de confluence. Les cellules ont ensuite été traitées 
dans du milieu sans sérum pendant 1h avant d’être laissées pendant des 
périodes de récupération. Un traitement en présence de 10 ng/ml d’EGF 
pendant 20 min constitue un contrôle positif de l’internalisation du récepteur de 
l’EGF. Les images ont été prises en microscopie à épifluorescence. 
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2.5 Etat d’activation et localisation du récepteur de l’EGF dans d’autres types 
cellulaires 
Afin de voir si l’activation et l’internalisation du récepteur de l’EGF en réponse à la déplétion du 
cholestérol étaient spécifiques ou non des kératinocytes, nous avons réalisé cette même 
cinétique de déplétion du cholestérol pendant une heure suivie de différentes périodes de 
récupération avec différents types cellulaires tels que des fibroblastes humains normaux, des 
cellules HeLa, des cellules MDA-MB-231 et des cellules A431. Le traitement à la MβCD a été 
réalisé sur des cultures cellulaires à confluence dans le but de conserver des conditions de travail 
similaires à celles utilisés avec les kératinocytes.  
De façon générale, l’état d’activation du récepteur de l’EGF et de la MAPK p38 dans ces types 
cellulaires montre un profil tout à fait différent de celui observé dans les kératinocytes et ce, bien 
que le récepteur de l’EGF soit activable par un ligand (l’EGF) dans tous les types cellulaires testés 
(Figure 2-13).  
En effet, les fibroblastes humains normaux (NHF) ne présentent aucune activation détectable du 
récepteur de l’EGF en réponse à la déplétion du cholestérol, et la légère activation de la MAPK 
p38 observée ne perdure pas après l’heure de MβCD.  
Figure 2-13 : Signalisation en réponse à la désorganisation des lipid rafts dans des cellules 
autres que des kératinocytes.  
Les cellules ont été cultivées dans du milieu DMEM contenant 10% de sérum jusqu’à 
atteindre un état de confluence. Les cellules ont ensuite été traitées dans du milieu sans 
sérum pendant 1h avant d’être laissées pendant des périodes de récupération. Les lysats 
cellulaires ont ensuite été analysés pour le récepteur de l’EGF, p38 et leurs formes 
phosphorylées. 
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Les cellules HeLa ne semblent pas non plus activer le récepteur de l’EGF en réponse à la 
déplétion du cholestérol. Par contre, dans ce type cellulaire, l’activation de la MAPK p38 perdure 
jusque 17 heures suivant le traitement à la MβCD, ce qui pourrait être expliqué, comme pour les 
cellules hTert, par une confluence trop importante. En effet, il semble que le phénomène 
d’inhibition de contact induit lorsque les cellules arrivent à un stade de confluence soit 
responsable de l’activation de la MAPK p38 (Swat et al. 2009). 
Les cellules MDA-MB-231 présentent une légère activation du récepteur de l’EGF entre une et 
trois heures après la déplétion du cholestérol ainsi qu’une faible activation de p38.  
Les cellules les plus surprenantes sont les cellules de types A431. En effet, ces cellules 
surexpriment le récepteur de l’EGF et ce dernier est activé de façon constitutive dans ce type 
cellulaire (Haigler et al. 1978; Van de Vijver et al. 1991). Par contre, en réponse à la déplétion du 
cholestérol, le récepteur de l’EGF est partiellement déphosphorylé dans ce type cellulaire (Figure 
2-13). La MAPK p38 suit cependant dans ces cellules le même profil d’activation que les autres 
types cellulaire investigués, c’est-à-dire une phosphorylation après une heure de MβCD qui 
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Quant à la localisation du récepteur de l’EGF, si le comportement de certains types cellulaires est 
assez surprenant, aucun changement important n’a été observé en réponse à la déplétion du 
cholestérol. En effet, les fibroblastes présentent une localisation du récepteur de l’EGF assez 
inhabituelle puisqu’on le retrouve tant dans le noyau que dans le cytoplasme des cellules alors 
qu’aucun marquage membranaire n’est détecté. Lors de la déplétion du cholestérol, les 
fibroblastes se rétractent comme le font les kératinocytes (Figure 2-14). Cependant, au cours de 
la récupération suivant cette déplétion, aucun changement majeur n’est observé par rapport aux 
cellules contrôles. Si les cellules semblent être moins rétractées, le récepteur de l’EGF reste 
localisé dans le noyau et le cytoplasme (sans toutefois former des vésicules comme c’est le cas 




Figure 2-14 : Localisation du récepteur de l’EGF dans des fibroblastes humains 
normaux. 
Les cellules ont été cultivées dans du milieu DMEM contenant 10% de sérum 
jusqu’à atteindre un état de confluence. Les cellules ont ensuite été traitées dans 
du milieu sans sérum pendant 1h avant d’être laissées pendant des périodes de 
récupération. Un traitement en présence de 10 ng/ml d’EGF pendant 20 min 
constitue un contrôle positif de l’internalisation du récepteur de l’EGF. Les images 
ont été prises en microscopie à épifluorescence. 
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Dans les cellules HeLa, le récepteur de l’EGF est essentiellement localisé en membrane (Figure 2-
15). La déplétion du cholestérol ne semble pas induire de changement dans cette localisation. On 
peut cependant observer un regroupement de récepteurs localisés à côté du noyau après 17h, 
que ce soit dans les cellules contrôles ou dans celles ayant été traitées par la MβCD, ce qui 







Figure 2-15 : Localisation du récepteur de l’EGF dans des cellules HeLa. 
Les cellules ont été cultivées dans du milieu DMEM contenant 10% de sérum 
jusqu’à atteindre un état de confluence. Les cellules ont ensuite été traitées dans 
du milieu sans sérum pendant 1h avant d’être laissées pendant des périodes de 
récupération. Un traitement en présence de 10 ng/ml d’EGF pendant 20 min 
constitue un contrôle positif de l’internalisation du récepteur de l’EGF. Les images 
ont été prises en microscopie confocale. 
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De la même façon que les fibroblastes, les cellules MDA-MD-231 présentent une localisation du 
récepteur de l’EGF assez inhabituelle puisqu’il est distribué entre la membrane plasmique et le 
cytoplasme (Figure 2-16). Cette distribution ne semble pas être affectée par la déplétion du 
cholestérol et ce, même si le marquage est plus faible après 1 et 7 heures de récupération.  
 
Etant donné que les cellules A431 présentaient une déphosphorylation du récepteur de l’EGF en 
réponse à la déplétion du cholestérol nous n’avons pas étudié la localisation de ce dernier dans 





Figure 2-16 : Localisation du récepteur de l’EGF dans des cellules MDA-MB-
231. 
Les cellules ont été cultivées dans du milieu DMEM contenant 10% de sérum 
jusqu’à atteindre un état de confluence. Les cellules ont ensuite été traitées dans 
du milieu sans sérum pendant 1h avant d’être laissées pendant des périodes de 
récupération. Un traitement en présence de 10 ng/ml d’EGF pendant 20 min 
constitue un contrôle positif de l’internalisation du récepteur de l’EGF. Les images 
ont été prises en microscopie confocale. 
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2.6 Dégradation protéasomale du récepteur de l’EGF suite à son 
internalisation 
Comme nous avions observé que dans les kératinocytes le récepteur de l’EGF était internalisé 
sous forme de vésicules entourant le noyau et que la quantité de biotine liée au récepteur était 
plus faible après 1 et 3 heures de récupération (Figure 2-7d), nous nous sommes demandé s’il 
était possible que l’endocytose du récepteur lors des périodes de récupération suivant la 
déplétion du cholestérol mène à sa dégradation. En effet, suite à son internalisation, le récepteur 
de l’EGF peut être recyclé en membrane, mais également dégradé. 
Nous avons donc incubé les kératinocytes en présence de cycloheximide afin d’inhiber toute néo-
synthèse protéique pouvant masquer l’éventuelle dégradation du récepteur de l’EGF. Les cellules 
ont ensuite été incubées en présence d’un inhibiteur lysosomal (la Bafilomycine, qui est un 
inhibiteur spécifique de la v-H+-ATPases lysosomales) ou d’un inhibiteur du protéasome (la 
Lactacystine).  
L’analyse de l’abondance protéique du récepteur de l’EGF en présence de cycloheximide 
présente bien une diminution de la forme totale de la protéine lorsque les cellules peuvent 
récupérer de la déplétion du cholestérol (Figure 2-17a et Figure 1-7). Cette dégradation du 
récepteur de l’EGF n’est cependant pas empêchée par l’inhibition de la fonction de dégradation 
des lysosomes, mais bien par l’inhibition du protéasome. Ceci suggère donc une protéolyse du 
récepteur de l’EGF médiée par le protéasome. 
De plus, nous n’avons observé aucune co-localisation entre le récepteur de l’EGF et le marqueur 
des endosomes primaires EEA1 (résultat non montré), ni avec le marqueur lysosomal LAMP2b 
(Figure 2-17b), indiquant que le récepteur de l’EGF, lors de son internalisation, n’emprunte pas la 
route menant vers la dégradation lysosomale. Il est à noter que nous n’avons pas étudié l’état 
d’ubiquitinylation du récepteur de l’EGF suite à la déplétion du cholestérol. De plus, si le 
récepteur est dégradé, il n’est peut-être plus possible de le détecter par la liaison d’anticorps 
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Figure 2-17 : Dégradation protéasomale du récepteur de l’EGF. 
a : Les kératinocytes ont été mis en présence de Cycloheximide (CHX, 3 µg/ml) 30 min avant le traitement 
avec la MβCD (7,5 mM, 1h suivi de 0, 1 ou 3h de récupération) ou d’EGF (10 ng/ml, 20 min) en présence 
des inhibiteurs. Les lysats cellulaires ont ensuite été analysés par Western blot pour l’abondance du 
récepteur de l’EGF. La détection de la MAPK p38 a été utilisée comme marqueur de charge. 
b : Les kératinocytes ont été traités 1h en présence de MβCD 7,5 mM puis laissés récupérer 3h. Les 
cellules ont ensuite été fixées et le récepteur de l’EGF (rouge) et LAMP2b (vert) ont ensuite été détectés 
par immunomarquage. Les images ont été prises en microscopie confocale. Barre d’échelle : 40 µm.  
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2.7 Internalisation du récepteur de l’EGF dépendant de l’activation de la 
MAPK p38 
Pendant que nous réalisions nos expériences, deux études utilisant des cellules HeLa sont parues, 
décrivant un rôle majeur de la MAPK p38 pour contrôler l’internalisation du récepteur de l’EGF 
dans des situations de stress comme les UV et le TNFα (Zwang & Yarden 2006) ou des 
traitements à l’anisomycine qui induisent de façon spécifique l’activation des MAPK 
(Vergarajauregui et al. 2006).  
Nous nous sommes donc posé la question de savoir si ce contrôle de l’internalisation du 
récepteur de l’EGF par la MAPK p38 pouvait avoir lieu lors de la déplétion du cholestérol étant 
donné que ces deux protéines suivent une cinétique d’activation similaire en réponse à la 
déplétion du cholestérol (Figure 1-9). 
 
Nous avons recherché si le fait d’inhiber la MAPK p38 avec l’inhibiteur pharmacologique 
PD169316 pouvait interférer avec l’internalisation du récepteur de l’EGF suite à la déplétion du 
cholestérol après 1 et 3 heures de récupération. Effectivement, le fait d’inhiber l’activité de la 
MAPK p38 empêche l’internalisation du récepteur de l’EGF en réponse à la déplétion du 
cholestérol. Cette inhibition est également observable, de façon plus légère, suite à un stress à 
l’H2O2 ou suite à l’activation de EGFR par un ligand (Figure 2-18a). La quantification des images 
obtenues en microscopie confocale suite à leur analyse avec le programme ImageJ comme décrit 
précédemment confirme bien l’inhibition de l’internalisation du récepteur de l’EGF lorsque la 
MAPK p38 est inactivée. Nous avons également réalisé un test de liaison d’un ligand marqué 
radioactivement. Dans ce cas aussi, le ligand est capable de se lier au récepteur de façon plus 
importante si la MAPK p38 est inhibée lors de la déplétion du cholestéol par la MβCD, indiquant 
le fait que le récepteur n’a pas été internalisé (Figure 2-18).  
Dans le cas d’une internalisation en réponse à un stress oxydatif, bien que les images obtenues 
en microscopie confocale tendent à montrer une localisation plus membranaire du récepteur en 
présence de l’inhibiteur de p38, le test de liaison d’un ligand radioactif ne montre pas de 
différence significative dans le cas d’une internalisation due à l’H2O2. Par contre, en réponse à 
l’EGF, l’internalisation du récepteur de l’EGF semble partiellement dépendre de son activation 
puisque la figure 2-18a présente bien une localisation membranaire du récepteur de l’EGF 
lorsque les cellules sont incubées en présence d’EGF et de l’inhibiteur de p38. De plus, la liaison 
du ligand radioactif est augmentée de façon significative dans cette condition (Figure 2-18c).  
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Figure 2-18 : Contrôle de l’internalisation du récepteur de l’EGF par la MAPK p38. 
a : Les kératinocytes ont été mis en présence de l’inhibiteur PD169316 (15 µM) ou du véhicule (DMSO) 30 
min avant le traitement avec la MβCD (7,5 mM, 1h) suivie de périodes de récupération en présence de 
l’inhibiteur ou d’une incubation de 20 min en présence d’H2O2 (1 mM) ou d’EGF (10 ng/ml). Les cellules ont 
ensuite été fixées et le récepteur de l’EGF marqué. Les images ont été prises en microscopie confocale. 
Barre d’échelle : 40 µm. 
b : Les images obtenues en a ont été analysées avec le programme ImageJ selon la méthode décrite au 
point 4.3 de la section matériel et méthodes. 
c : Les cellules ont été traitées comme en a avant d’être mises en présence de 
125
I-EGF et d’EGF non 
marqué (ou non). La liaison spécifique de l’EGF radio-marqué a été mesurée à 4°C comme décrit dans la 
section matériel et méthodes. Le graphe représente la moyenne +/- un écart-type de 3 expériences 
indépendantes (*=p<0,05, **=p<0,01 et ***=p<0, 01).  
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Nous avons ensuite recherché si la phosphorylation du récepteur de l’EGF pouvait dépendre de 
l’activation de la MAPK p38. La figure 2-19 montre que lorsque p38 est inhibé avec le PD169316, 
la phosphorylation de la Tyr 1173 du récepteur de l’EGF, mais également celle de ERK1/2 sont 
moins fortes lors de la déplétion du cholestérol. De même, une très légère diminution de ces 
phosphorylations est observée lors d’une incubation en présence d’EGF mais ne semble avoir 
aucun effet sur la phosphorylation des MAPK ERK1/2 (Figure 2-19a).  
Comme nous l’avions montré à la figure 2-2, l’activation du domaine kinase du récepteur de l’EGF 
semble avoir un effet sur la phosphorylation de la MAPK p38 dans les cellules HacaT. Nous avons 
donc recherché si ce lien entre le récepteur de l’EGF et p38 prennait également place dans les 
kératinocytes normaux. Nous pouvons observer que lorsque l’activité tyrosine kinase du 
récepteur de l’EGF est inhibée par le PD153035, la phosphorylation de la MAPK p38 diminue 
légèrement en réponse à la déplétion du cholestérol, ce qui pourrait suggérer une boucle de 
rétro-activation entre le récepteur de l’EGF et la MAPK p38 (Figure 2-19b). Cependant, à ce jour, 
les intermédiaires entre ces deux protéines ainsi que les autres voies de signalisation menant à 
l’activation de la MAPK p38 en réponse à la déplétion du cholestérol restent indéterminés. 
En revanche, l’inhibition partielle du récepteur de l’EGF par le PD153035 lors d’un stress oxidatif 
n’induit aucune variation notable de la phosphorylation de p38, suggérant qu’il n’y a aucun lien 
entre ces deux protéines dans ces conditions, et ce, malgré leur activation concomitante.    
Figure 2-19 : Lien entre le récepteur de l’EGF et de la MAPK p38 lors de la déplétion du cholestérol. 
Les kératinocytes ont été mis en présence d’inhibiteur de p38 (PD169316, 15 µM)(a) ou d’un inhibiteur du 
récepteur de l’EGF (PD153035, 500 nM)(b) avant d’être traités 1h en présence de MβCD (7,5 mM) ou 20 
min en présence d’H2O2 (1mM) ou d’EGF (10 ng/ml). Les lysats cellulaires ont ensuite été analysés par 
Western blot pour le récepteur de l’EGF, ERK1/2, p38 ainsi que leur forme phosphorylée. 
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2.8 Internalisation p38-dépendante du récepteur de l’EGF dans d’autres 
circonstances pathophysiologiques 
Ayant montré le rôle de la MAPK p38 lors de l’internalisation du récepteur de l’EGF en réponse 
au stress induit par la déplétion du cholestérol, nous nous sommes demandé si ce processus 
pouvais avoir lieu dans d’autres conditions pathophysiologiques. Nous avons donc appliqué aux 
kératinocytes des stress appropriés au niveau de l’épiderme en réalisant d’une part des scratches 
dans les cultures (mimant les conditions d’une blessure) et, d’autre part en incubant les cellules 
avec du 1-fluoro-2,4-dinitrobenzène (DNFB), couramment utilisé comme modèle de molécule 
fortement sensibilisante au niveau cutané. 
Des scratches ont été réalisés dans des cultures de kératinocytes confluents ou les cellules ont 
été incubées en présence de DNFB. Comme le montre la figure 2-20a, la MAPK p38 est activée 30 
min après ces deux types de stress. Cette activation ne semble cependant pas se prolonger au-
delà de cette période. De plus, nous avons trouvé le récepteur de l’EGF internalisé tant dans les 
cellules situées dans la bordure du scratch que dans les cellules incubées avec le DNFB (Figure 2-
20 b). 
Figure 2-20 : Activation du récepteur de l’EGF et de la MAPK p38 lors de stress physiologiques. 
Des cultures confluentes de kératinocytes ont été abîmées avec la pointe d’un tips et laissées pendant 30 
min et 1 heure ou mises en présence du DNFB (0,08 µg/ml) pendant 30 min ou 1 heure. Les lysats 
cellulaires ont ensuite été analysés par Western blot pour p38 ainsi que sa forme phosphorylée (a) ou les 
cellules ont été fixées après 30 min et le récepteur de l’EGF immuno-marqué avant d’être observé par 
microscopie confocale (b). 
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Etant donné que ces deux types de stress induisent une internalisation du récepteur de l’EGF et 
que nous avons détecté une activation de la MAPK p38 dans chacune des conditions 
investiguées, nous avons recherché si le mécanisme d’internalisation du récepteur de l’EGF 
dépendant de la MAPK p38 que nous avons mis en évidence dans le cadre d’une déplétion du 
cholestérol pouvait également avoir lieu dans ces situations. L’homogénéité de la culture a donc 
été rompue par un scratch ou les cellules ont été incubées avec le DNFB en présence 
d’inhibiteurs de la MAPK p38 (PD169316 ou SB202190) ou des MEK (PD98059). 
De façon générale, aucun des inhibiteurs utilisés n’induit de changement de localisation du 
récepteur de l’EGF dans les cellules contrôles comme le montre les images obtenues en 
microscopie confocale ainsi que leur quantification (Figure 2-21). Cependant, dans les conditions 
de stress, l’inhibition de la MAPK p38 par l’un ou l’autre inhibiteur empêche de façon significative 
l’internalisation du récepteur de l’EGF. L’inhibition des MEK par le PD98059, n’ayant aucun lien 
avec la MAPK p38, ne présente pas d’effet sur l’internalisation du récepteur de l’EGF. Nous 
pouvons donc dire que, dans ces conditions de stress, l’internalisation du récepteur de l’EGF est 
due à une intervention spécifique de la MAPK p38.  
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Nous avons ensuite réalisé un test plus fonctionnel. En effet, lorsque l’homogénéité des cultures 
est rompue par un scratch, les kératinocytes migrent afin de recoloniser l’espace crée par le 
scratch et reformer une culture confluente (mimant ainsi le mécanisme de cicatrisation). Afin de 
Figure 2-21 : Lien entre la MAPK p38 et l’internalisation du récepteur de l’EGF en condition 
physiologique. 
Les kérati ocytes ont té mis en présence d’inhibiteur de la MAPK p38 PD169316 (15 µM) ou SB202190 
(10 µM), des MEK PD98059 (2 µM) ou du véhicule (DMSO) 30 min avant d’être laissés comme contrôle, 
traités 1h avec du DNFB (0,08 µg/ml) ou qu’un scratch soit réalisé dans la culture. Le récepteur de l’EGF a 
ensuite été immuno-marqué et les cellules ont été observées par microscopie confocale (Barre d’échelle : 
40 µM).  
Les images obtenues ont ensuite été analysées avec le programme ImageJ. Les graphes représentent la 
moyenne +/- un écart type de trois expériences indépendantes avec ***=p<0,001, **=p<0,01 pour n=90. 
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Afin de voir si l’internalisation du récepteur de l’EGF sous le contrôle de la MAPK p38 peut avoir 
une signification fonctionnelle et parce que le récepteur de l’EGF est un acteur primordial dans le 
phénomène de migration cellulaire, nous avons réalisé des scratch dans des cultures confluentes 
et observé si les kératinocytes sont encore capables de migrer lorsque la MAPK p38 est inhibée. 
La figure 2-22 montre qu’en condition normale, les kératinocytes migrent afin de recouvrir la 
presque totalité de la surface abîmée lors du scratch (condition DMSO). En revanche, si les MEK 
sont inhibées par le PD98059, empêchant l’activation des MAPK ERK1/2, la migration semble 
possible, mais ralentie. L’inhibition de la MAPK p38, bloquant l’internalisation du récepteur de 
l’EGF comme nous l’avons vu à la figure 2-22, empêche complètement le phénomène de 
migration. Ce qui confirme les résultats obtenus par d’autres équipes (Fitsialos et al. 2007; Stoll 
et al. 2009). 
Figure 2-22 :L’inhibition de la MAPK p38 empêche la migration cellulaire. 
Les kératinocytes ont été mis en présence d’inhibiteur de p38 PD169316 (15 
µM) ou SB202190 (10 µM), des MEK PD98059 (2 µM) ou du véhicule (DMSO) 30 
min avant que l’homogénéité de la culture ne soit rompue par un scratch. Les 
cellules ont ensuite été laissées pendant 24 heures en présence des inhibiteurs 
avant d’être fixées et colorées au bleu de toluidine. 
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3 Rôle de l’amphiréguline dans l’activation du 
récepteur de l’EGF en réponse à la désorganisation 
des lipid rafts 
3.1 Introduction 
Nous avions précédemment pensé que l’activation du récepteur de l’EGF dans les kératinocytes 
de type HaCaT ne semblait pas dépendre de la présence d’un ligand (Figure 2-3). Une étude 
récemment publiée par l’équipe de Ullrich démontre cependant le rôle de l’amphiréguline dans 
l’activation du récepteur de l’EGF par les UV, activation restée inexpliquée jusqu’alors (Singh et 
al. 2009). L’amphiréguline étant un facteur de croissance essentiel dans le modèle de culture en 
croissance autocrine que nous utilisons (Poumay & Coquette 2007), nous avons ré-examiné les 
résultats obtenus au Danemark avec les cellules HaCaT (Figure 2-3) et pensé que la légère 
diminution de la phosphorylation de ERK1/2 en présence de l’anticorps neutralisant pourrait 
avoir une signification au regard de la publication du groupe de Ullrich.  
3.2 Activation partiellement ligand-dépendante 
Nous avons donc reproduit l’expérience réalisée au Danemark avec des kératinocytes humains 
normaux en bloquant, d’une part le site de liaison du récepteur de l’EGF avec un anticorps 
neutralisant (Figure 3-1a) et, d’autre part en inhibant avec le GM6001, un inhibiteur à large 
spectre, l’activité des MMPs présentes en membrane et susceptibles de cliver les ligands du 
récepteur de l’EGF (Figure 3-1b).  
Comme le montre la figure 3-1, le fait de bloquer le site de liaison du ligand lors de l’activation du 
récepteur de l’EGF en réponse à la déplétion du cholestérol réduit sensiblement la 
phosphorylation du récepteur ainsi que de ERK1/2. Le fait que ce bloquage du site de liaison du 
récepteur ne résulte pas en une extinction totale du signal de phosphorylation peut indiquer 
d’une part que la neutralisation du récepteur de l’EGF par l’anticorps n’est pas totale, ou d’autre 
part que cette phosphorylation ne dépend pas uniquement de la liaison d’un ligand mais d’un 
phénomène générant partiellement l’activation du récepteur de manière indépendante de la 
liaison d’un ligand.  
 
RÉSULTATS                       3° PROCESSING DE L’AMPHIRÉGULINE 
 - 114 - 
L’activation de la MAPK p38 ne semble pas varier dans ces conditions, indiquant soit que son 
activation ne dépend pas du récepteur de l’EGF, soit qu’elle dépend de la part "ligand-
indépendante" de l’activation du récepteur de l’EGF lors de la déplétion du cholestérol.  
De plus, le fait d’inhiber les MMPs -1, -2, -3, -8 et -9 avec le GM6001 diminue également 
l’activation du récepteur de l’EGF en réponse à la déplétion du cholestérol (Figure 3-1b), 
suggérant fortement qu’un ligand pourrait intervenir dans le processus d’activation du récepteur 
de l’EGF lors de la déplétion du cholestérol. L’utilisation du GM6001 ne permet pas non plus 
d’éteindre complètement le signal de phosphorylation du récepteur de l’EGF après un traitement 
à la MβCD, suggérant que l’inhibiteur n’a pas une action totalement inhibitrice sur la libération 
d’un ligand, que le récepteur peut être partiellement activé de façon indépendante de ligand ou 
encore que plusieurs MMPs (dont certaines n’ont pas été touchées par l’inhibiteur) sont 
nécessaires dans la libération de l’amphiréguline. 
 
Par contre, le fait d’empêcher l’activation du récepteur de l’EGF (en bloquant le récepteur ou les 
MMPs) ne semble pas influencer la phosphorylation de la MAPK p38. 
 
Figure 3-1 : activation partiellement dépendante d’un ligand. 
a : Les kératinocytes ont été traités 1 heure avec de la MβCD (7,5 mM) ou 20 min avec de l’EGF 
(10 ng/ml) en présence ou non de l’anticorps neutralisant. Les lysats cellulaires ont ensuite été 
analysés pour le récepteur de l’EGF, ERK1/2 et leurs formes phosphorylées. 
b : Les kératinocytes ont été laissés comme contrôles ou traités 1 heure avec de la MβCD (7,5 
mM) en présence ou non de GM6001 (250 µM). Les lysats cellulaires ont ensuite été analysés 
pour le récepteur de l’EGF, ERK1/2, p38 et leurs formes phosphorylées. 
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Nous avons ensuite comparé la phosphorylation des tyrosines du domaine cytoplasmique du 
récepteur de l’EGF en réponse à la déplétion du cholestérol, mais également suite à son 
activation par différents ligands. En effet, comme tous les ligands du récepteur de l’EGF induisent 
des réponses cellulaires différentes, il est possible que les différences se fassent déjà dans le 
motif de transphosphorylation du récepteur de l’EGF.  
La figure 3-2 montre l’état de phosphorylation des tyrosines en réponse à la déplétion du 
cholestérol par la MβCD ou à la présence de ligand du récepteur de l’EGF comme l’EGF, HB-EGF 
ou l’amphiréguline (AR). Le motif de phosphorylation des tyrosines activées par la MβCD 
ressemble à celui obtenu avec l’amphiréguline. En effet, dans ces deux situations, seule la Tyr 
1068 semble faiblement phosphorylée. Et si la Tyr 845 est fortement phosphorylée dans la 
condition MβCD, elle l’est également légèrement suite à une incubation avec l’amphiréguline. 
Nous nous sommes donc demandé si l’amphiréguline n’était pas le ligand responsable de 
l’activation du récepteur de l’EGF. Il est à noter que si la Tyr 1173 n’est pas détectée comme 
étant phosphorylée dans cette expérience, c’est parce que la détection a été réalisée avec un 
anticorps provenant d’une firme différente que dans les autres expériences et que la sensibilité 
de cet anticorps est peut-être moindre que celui utilisé pour les autres Western blot.  
Figure 3-2 : Profil de phosphorylation des différentes 
tyrosines du récepteur de l’EGF. 
Les kératinocytes ont été laissés comme contrôle, traités 1 
heure avec de la MβCD (7,5 mM) ou 20 min avec de l’EGF, de 
l’HB-EGF ou de l’AR (10 ng/ml). Les lysats cellulaires ont 
ensuite été analysés pour le récepteur de l’EGF ainsi que la 
phosphorylation de différentes de ses tyrosines. 
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Afin de tester si l’amphiréguline pouvait être le facteur participant à l’activation du récepteur de 
l’EGF lors de la déplétion du cholestérol, nous avons réalisé des dosages de l’amphiréguline 
éventuellement sécrétée dans le milieu de culture des kératinocytes. Ces dosages montrent que 
si les cellules contrôles sécrètent de l’amphiréguline en condition contrôle (expliquant le 
phénomène de croissance autocrine chez les kératinocytes (Cook et al. 1991)), les cellules 
traitées pendant une heure en présence de MβCD présentent une sécrétion significativement 
plus importante d’amphiréguline lors de l’heure de traitement, mais également par la suite, lors 
des différentes périodes de récupération suivant la déplétion du cholestérol (Figure 3-3). 
 
L’augmentation de la libération d’amphiréguline observée au cours des périodes de récupération 
dans les cellules contrôles, mais également dans les cellules traitées à la MβCD, pourrait être due 
au changement de milieu. En effet, les cellules, ayant reçu du milieu frais, pourraient synthétiser 
et libérer plus d’amphiréguline. 
 
Figure 3-3 : Pofil de sécrétion de l’AR lors de la cinétique de récupération suivant la déplétion du 
cholestérol. 
Les kératinocytes ont été laissés comme contrôles, traités 1 heure avec de la MβCD (7,5 mM) avant 
d’être laissés à récupérer pendant 0, 1, 3, 7, ou 17 heures. Les milieux de cultures ont ensuite été 
prélevés et analysés par ELISA. Les moyennes de 3 expériences indépendantes ont été comparées en 
utilisant un test de student. ****=p< 0,0001, **=p<0,01. 
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La question suivante a alors été de savoir si l’amphiréguline est responsable de l’activation du 
récepteur de l’EGF lors du traitement par la MβCD. Nous avons donc spécifiquement bloqué 
l’amphiréguline avec un anticorps neutralisant et observé l’état de phosphorylation du récepteur 
de l’EGF et des MAPK ERK1/2 et p38 dans ces circonstances (Figure 3-4). La neutralisation de 
l’amphiréguline empêche bien la phosphorylation du récepteur de l’EGF dans la condition 
contrôle, montrant ainsi son rôle dans le phénomène de croissance autocrine, ainsi que dans les 
cellules incubées avec de l’amphiréguline. Les cellules traitées avec la MβCD en présence de 
l’anticorps neutralisant ne présentent qu’une diminution partielle de la phosphorylation du 
récepteur de l’EGF et de ERK1/2, tandis que la phosphorylation de la MAPK p38 ne semble pas 
être influencée par la neutralisation de l’amphiréguline. Ce résultat suggère que l’amphiréguline 
n’est pas seule responsable de l’activation du récepteur de l’EGF lors de la déplétion du 
cholestérol (présence éventuelle d’un autre ligand du récepteur de l’EGF) ou encore que 
l’anticorps pourrait ne pas neutraliser totalement la liaison de l’amphiréguline sur le récepteur 
de l’EGF. 
 
Figure 3-4 : Rôle de l’amphiréguline dans l’activation du récepteur de l’EGF. 
Les kératinocytes ont été laissés comme contrôle ou traités 1 heure avec de la 
MβCD (7,5 mM) en présence ou non de l’anticorps neutralisant l’AR (10 µg/ml). 
Les lysats cellulaires ont ensuite été analysés par Western blot pour le récepteur 
de l’EGF, ERK1/2, p38 et leurs formes phosphorylées.  
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Comme nous avions précédemment montré le rôle des MMPs dans la sécrétion d’un éventuel 
facteur de croissance activant le récepteur de l’EGF (Figure 3-1b), nous avons cherché à savoir si 
le fait d’inhiber les MMPs pouvait interférer avec le clivage et la libération de l’amphiréguline 
puisque celle-ci semble participer à l’activation du récepteur de l’EGF lors de la déplétion du 
cholestérol. La figure 3-5 montre en effet que l’inhibition des MMPs réduit de façon significative 
la libération d’amphiréguline dans le milieu, que ce soit dans les cellules contrôles ou traitées à la 
MβCD.  
Ce résultat pourrait être expliqué par le fait que lors de la dépléton du cholestérol, les MMPs 
sont activées de façon plus importante qu’en condition contrôle, libérant ainsi de façon plus 
importante l’amphiréguline présente en surface cellulaire. 
 
 
Par ailleurs, comme nous avions détecté une phosphorylation de la Tyr 845 du récepteur de l’EGF 
suite à la déplétion du cholestérol (Figure 3-2), nous avons suspecté une activation des Src 
kinases. En effet, ces kinases sont responsables de la phosphorylation de cette tyrosine 
spécifique du récepteur lors de son activation par un ligand (Biscardi et al. 1999) ou lors d’un 
traitement MβCD (Westover et al. 2003) mais peuvent également activer les MMPs (Kansra et al. 
2005). Nous avons donc utilisé l’inhibiteur PP2 ainsi que son analogue non fonctionnel, le PP3, 
afin d’inhiber les Src kinases et observer l’éventuel effet sur la phosphorylation du récepteur de 
l’EGF ainsi que sur la libération de l’amphiréguline. 
 
Figure 3-5 : Rôle des MMPs 
dans la sécrétion d’AR. 
Les kératinocytes ont été laissés 
comme contrôles ou traités 1 heure 
avec de la MβCD (7,5 mM) en 
présence de GM6001 (250 µM) ou 
du véhicule (DMSO). Les milieux de 
culture ont ensuite été prélevés et 
analysés par ELISA. Le graphe 
représente les valeurs moyennes de 
trois expériences indépendantes +/- 
un écart-type avec ***=p<0,001 et 
**=p<0,01. 
RÉSULTATS                       3° PROCESSING DE L’AMPHIRÉGULINE 
 - 119 - 
Comme le montre la figure 3-6a, le fait d’inhiber les Src kinases induit une diminution partielle de 
la phosphorylation de la Tyr 845 du récepteur de l’EGF en réponse à la déplétion du cholestérol. 
Le PP3 en revanche a peu d’effet sur la phosphorylation du récepteur de l’EGF. La diminution de 
phosphorylation de la Tyr 1173 peut être expliquée par le fait que la Tyr 845 est localisée dans le 
domaine kinase du récepteur de l’EGF et qu’il est possible que sa phosphorylation induise 
l’activation de ce domaine, résultant en la phosphorylation de la Tyr 1173 notamment (Belsches 
et al. 1997). Si la phosphorylation de la Tyr 845 est diminuée, il est possible que le domaine 
kinase soit moins actif.  
Au niveau de la libération d’amphiréguline, nous pouvons observer que la différence de sécrétion 
entre les cellules contrôles et les cellules traitées à la MβCD n’est plus significative lorsque les Src 
kinases sont inhibée par le PP2 (Figure 3-6c). Ceci pourrait confirmer la possibilité d’un rôle des 
Src kinases dans le processus de clivage de l’amphiréguline.  
Figure 3-6: Rôle des Src kinases dans la sécrétion d’amphiréguline. 
a : Les kératinocytes ont été laissés comme contrôle (C) ou traités 1 heure avec de la MβCD (7,5 mM) 
en présence PP2 (10 µM), de PP3 (10 µM) ou du véhicule (DMSO). Les lysats cellulaires ont ensuite été 
analysés par Western blot pour le récepteur de l’EGF et la phosphorylation de ses Tyr 845 et 1173. 
b : Analyse densitométrique de trois expériences indépendantes montrée en a. Le graphe représente 
la moyenne de 3 expériences indépendantes +/- un écart-type avec ***=p<0,001 et ns=non significatif 
c : Les kératinocytes ont été laissés comme contrôle ou traités 1 heure avec de la MβCD (7,5 mM) en 
présence de PP2 (10 µM), de PP3 (10 µM) ou du véhicule (DMSO). Les milieux de cultures ont été 
analysés par ELISA pour la quantification de l’AR. Le graphe représente la moyenne de 3 expériences 
indépendantes +/- un écart-type avec *=p<0,05 et ns=non significatif. 
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Mais quel est le rôle de l’amphiréguline sur l’internalisation du récepteur de l’EGF lors de la 
déplétion du cholestérol ?  
Pour répondre à cette question, nous avons étudié la localisation du récepteur de l’EGF lorsque 
l’amphiréguline est neutralisée ou lorsque le domaine de liaison du ligand est encombré par un 
anticorps neutralisant. De façon générale, la présence des anticorps neutralisants n’influence pas 
la localisation du récepteur de l’EGF dans les cellules contrôles puisqu’il reste localisé 
essentiellement en membrane dans ces conditions (Figure 3-7). Par contre, durant la 
récupération qui suit la déplétion du cholestérol et pendant laquelle l’internalisation du 
récepteur de l’EGF est induite, la neutralisation, tant du récepteur de l’EGF que de 
l’amphiréguline, réduit sensiblement le phénomène d’endocytose. Il est cependant à noter que si 
les anticorps bloquent complètement l’endocytose du récepteur due à l’ajout d’EGF ou 
d’amphiréguline, ils n’empêchent que partiellement l’internalisation en réponse à la déplétion du 
cholestérol, car dans ces conditions, une partie de la population du récepteur de l’EGF reste 
localisée en membrane, alors que l’autre partie de la population est internalisée.  
Cette observation suggère à nouveau le fait que la libération d’amphiréguline pourrait ne pas 
être seule responsable de l’activation et de l’internalisation du récepteur de l’EGF en réponse à la 
déplétion du cholestérol. 
 
En résumé, les résultats obtenus dans cette partie du travail suggèrent (de façon indirecte 
puisque nous n’avons pas testé leur état de phosphorylation et d’activation) que lors de la 
déplétion du cholestérol, les Src kinases sont activées, permettant l’activation de certaines 
MMPs responsables du clivage de l’amphiréguline. La libération plus importante de ce ligand lors 
de la déplétion du cholestérol ainsi que sa liaison au récepteur de l’EGF participe, du moins 
partiellement, à l’activation et l’internalisation de ce dernier. En effet, le fait de bloquer tant 
l’amphiréguline que le domaine de liaison au ligand du récepteur de l’EGF avec des anticorps 
neutralisant n’empêche que partiellement l’internalisation du récepteur de l’EGF suggérant 
l’implication d’un mécanisme indépendant de la présence d’un ligand dans l’activation et 
l’internalisation du récepteur de l’EGF en réponse à la déplétion du cholestérol.  
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Figure 3-7 : Rôle de la liaison de l’amphiréguline dans l’internalisation du récepteur de l’EGF. 
Les kératinocytes ont été non traités comme contrôles, traités 1 heure avec de la MβCD (7,5 mM) puis 
laissés récupérer 3 heures, ou 20 min avec de l’AR (50 ng/ml) ou de l’EGF (10 ng/ml) en présence ou non 
de l’anticorps neutralisant l’AR (10 µg/ml) ou de l’anticorps neutralisant le récepteur de l’EGF (10 µg/ml). 
Les cellules ont ensuite été fixées et le récepteur de l’EGF a été marqué. Barre d’échelle : 40 µm. 
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a. Importance du cholestérol dans la formation des lipid rafts 
Le cholestérol est un composant essentiel des membranes biologiques de par son rôle dans leur 
rigidification. Il est maintenant largement admis que ce composé membranaire a également une 
fonction importante dans la formation et la stabilisation des structures nommées lipid rafts en 
condensant l’espace entre les chaînes hydrocarbonées saturées des sphingolipides (Simons & Ikonen 
1997), rôle que le desmostérol, précurseur du cholestérol, est incapable de remplir (Vainio et al. 
2006). Le fait de retrouver associées à ces régions membranaires de nombreuses protéines 
impliquées dans les voies de transduction du signal rend les lipid rafts comparables à des plateformes 
de signalisation. Et si le rôle de ces plateformes est extensivement étudié dans les phénomènes de 
trafic vésiculaire (revu dans Hanzal-Bayer & Hancock 2007), les signalisations déclenchées lors de leur 
déstabilisation ne sont pas moins importantes. Le fait de déstabiliser ces plateformes permet 
d’étudier l’importance de ces structures dans la physiologie cellulaire et d’apprécier les fonctions des 
protéines composant les lipid rafts, ainsi que l’influence de la (re-)formation de ces structures sur le 
fonctionnement cellulaire ainsi que les signalisations déclenchées à la suite de ce stress 
membranaire. Il est cependant à noter que si la littérature prolifère à ce sujet, la majorité des 
laboratoires travaillant sur la composition des lipid rafts se basent essentiellement sur l’utilisation de 
la MβCD afin de dépléter le cholestérol membranaire et de ce fait, déstabiliser les rafts. D’autres 
moyens de déstabilisation seraient peut-être à utiliser afin de conforter les idées générées suite aux 
observations faites par l’utilisation de la MβCD. En effet, les sphingolipides sont également des 
composants essentiels dans la formation des lipid rafts (Simons & Ikonen 1997). Leur retrait de la 
membrane, par l’utilisation de sphingomyélinase par exemple, pourrait aussi générer une 
déstabilisation de ces régions. Les lipid rafts sont également connu pour être des régions enrichies en 
PI(4,5)P2 (Caroni 2001). Et l’étude de Kwik et al. tend à montrer que la séquestration de ces 
molécules par la néomycine induit des effets semblables à ceux obtenus avec la MβCD au niveau de 
la réorganisation du cytosquelette (Kwik et al. 2003).   
Le cholestérol joue donc un rôle important dans la physiologie du kératinocyte épidermique en 
structurant les lipid rafts d’une part, mais également en participant à la différenciation et donc à la 
formation de la couche cornée de l’épiderme. Nous avons étudié la façon dont un traitement d’une 
heure en présence de MβCD pouvait influencer l’abondance du cholestérol cellulaire ainsi que la 
structure des lipid rafts et avons montré, par des techniques de marquage en fluorescence et de 
centrifugation en gradient de densité, que le retrait du cholestérol membranaire par la MβCD 
résultait en la désorganisation des lipid rafts. De plus, suite à cette désorganisation, les kératinocytes 
mettent rapidement en place des signalisations impliquant notamment le récepteur de l’EGF et la 
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MAPK p38. Ces réponses sont néanmoins réversibles si les cellules ont la possibilité de re-synthétiser 
du cholestérol, et la prolifération ainsi que la migration des cellules ne semblent pas affectées dans 
ces conditions. En revanche, une déplétion prolongée du cholestérol membranaire résulte en un 
déclenchement du processus apoptotique dans les kératinocytes (Gniadecki 2004; Bang et al. 2005), 
mais également dans les cellules cancéreuses (Li et al. 2006b). 
Le fait que les cellules soient capables de re-synthétiser le cholestérol suite à sa déplétion est 
probablement dû à la régulation des efflux de cholestérol, impliquant notamment le facteur de 
transcription SREBP dont la régulation est assurée par le niveau de cholestérol présent dans la cellule 
(Brown & Goldstein 1999). De plus, le cholestérol régule l’expression de la cavéoline-1 et permet la 
stabilisation de cette protéine (Bist et al. 1997; Frank et al. 2002). En effet, la déplétion du 
cholestérol dans les cellules MDCK induit une diminution de l’abondance de la cavéoline-1 
(Hailstones et al. 1998), phénomène que nous avons également observé dans les kératinocytes 
(Figure 1-7). Nous n’avons cependant pas investigué ces voies de signalisation étant donné que notre 
travail s’est essentiellement focalisé sur les effets de la déplétion du cholestérol membranaire sur la 
signalisation du récepteur de l’EGF et non aux effets de la déplétion du cholestérol sur la régulation 
de sa voie de synthèse. 
Lors de cette étude, nous avons utilisé la sous-unité B de la toxine cholérique couplée à une sonde 
fluorescente afin de visualiser les lipid rafts et nous avons réalisé des centrifugations en gradient de 
densité dans le but de séparer les lipid rafts de la membrane environnante. Cependant, ces deux 
techniques ont des limites, particulièrement au niveau de leur précision. En effet, les marquages en 
microscopie optique ne sont pas suffisamment précis afin de permettre notamment des études de 
co-localisation, d’une part en raison de la taille des lipid rafts (inférieure au pouvoir de résolution des 
microscopes optiques), et d’autre part à cause de leur mobilité, fusion et autres mouvements dans la 
membrane. Par ailleurs, les protocoles disponibles dans la littérature pour réaliser des 
centrifugations en gradient de densité permettant d’isoler les lipid rafts sont différents d’un 
laboratoire à l’autre, suggérant qu’aucune procédure n’est totalement satisfaisante ou que nous 
n’avons pas de critères suffisamment sûrs et généraux (c’est-à-dire valables pour tous les types 
cellulaires) permettant de définir, dans des gradients, où sont les lipid rafts. 
Il serait donc intéressant de développer l’étude de nouveaux marqueurs des lipid rafts de manière 
plus précise car si des protéines comme la cavéoline-1 ou la flotilline-1 sont généralement utilisées 
afin de localiser ces régions membranaires (en microscopie ou dans des gradients de densité), ces 
deux protéines ne sont pas exclusivement détectées dans les lipid rafts puisque la cavéoline-1 est la 
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protéine structurant les cavéoles (et donc ne se trouve pas dans les lipid rafts proprement dit) tandis 
que, même si les flotillines peuvent être localisées dans les lipid rafts, elles transitent également 
entre divers compartiments cellulaires (Babuke & Tikkanen 2007). Tant que des protéines (et non des 
lipides) faisant partie de la structure intrinsèque des lipid rafts ou qu’une séquence de ciblage ne 
seront pas déterminées (à supposer qu’elles existent), l’étude de ces structures nécessitera 
l’utilisation complémentaire de multiples méthodes et marqueurs afin d’atteindre un niveau de 
certitude suffisant, permettant d’admettre que les régions observées sont effectivement 
particulières et méritent d’être distinguées sous le nom de lipid rafts.  
Nos résultats montrent des cinétiques d’activation du récepteur de l’EGF et de la MAPK p38 
différentes selon les types cellulaires utilisés (Figure 2-10 et 2-13). Il est donc possible que les lipid 
raft soient différents d’un type cellulaire à l’autre et ne résistent pas de la même manière au retrait 
du cholestérol. Tout comme il pourrait exister, dans une même cellule, différents types de lipid rafts 
regroupant les molécules de signalisation faisant partie d’une même voie de signalisation comme 
cela a été proposé par Golub et al. (2004) et Allen et al. (2007). Ceci dans le but de promouvoir des 
cinétiques d’activation favorables à la transmission rapide des signalisations. Mais les populations de 
lipid raft pourraient également être de compositions différentes suivant le type cellulaire afin de 
répondre au mieux aux besoins et fonctions de la cellule dans laquelle ils se trouvent. Certaines 
cellules pourraient par conséquent être plus dépendantes de l’intégrité des lipid rafts ou du 
cholestérol membranaire que d’autres.   
Mais bien sûr, notre but dans ce travail n’a pas été d’étudier les lipid rafts des kératinocytes en tant 
que tels, mais d’analyser les conséquences de leur désorganisation suite à la déplétion du cholestérol 
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b. Rôle de l’activation de la MAPK p38 
Depuis le début de l’étude de la fonction des lipid rafts dans la physiologie du kératinocyte 
épidermique, l’importance de la MAPK p38 a été soulevée (Jans et al. 2004). Cependant à ce jour, les 
mécanismes menant à l’activation de cette MAPK dans ces conditions n’ont pas été élucidées. Notre 
étude confirme l’importance du rôle de p38 notamment en identifiant son intervention dans le 
mécanisme d’internalisation du récepteur de l’EGF pendant les heures qui suivent la déplétion du 
cholestérol (schématisé à la figure D-1), ainsi que lors de la migration des kératinocytes. 
 Dans la phosphorylation et l’internalisation du récepteur de l’EGF 
La littérature regorge d’études démontrant l’interaction de la MAPK p38 avec le récepteur de l’EGF et 
les résidus ciblés par la MAPK p38 sont nombreux. Il est tout d’abord à noter que l’activation de la 
MAPK p38 lors de la déplétion du cholestérol semble suivre une cinétique biphasique (Figure 1-5). En 
effet, nous avons observé une première phase d’activation dans les 5 premières minutes 
d’incubation avec la MβCD puis une deuxième activation après 30 minutes d’incubation. Cette 
dernière phase perdurant jusqu’à la fin de l’incubation en présence de MβCD. Nous avons également 
montré que l’inhibition de l’activité tyrosine kinase de EGFR lors de la déplétion du cholestérol 
diminuait légèrement la phosphorylation de la MAPK p38 et que l’inhibition de cette kinase dans les 
mêmes conditions diminuait également la phosphorylation de EGFR sur sa Tyr 1173 (Figure 2-19), 
conduisant à une probable boucle de rétro-activation du récepteur de l’EGF. Cette boucle pourrait 
être initiée lors de la première phase d’activation de la MAPK p38, consistant probablement en une 
réponse rapide au stress et permettant la phosphorylation/activation du récepteur de l’EGF, tandis 
que la deuxième phase pourrait être adaptatrice en participant notamment à l’internalisation du 
récepteur de l’EGF. 
En effet, nous avons montré le rôle de la MAPK p38 dans l’internalisation du récepteur de l’EGF lors 
de la récupération qui suit la déplétion du cholestérol. Cette internalisation du récepteur pourrait 
être due à la phosphorylation de résidus-cibles de la MAPK p38 sur le récepteur. En effet, il a été 
montré que la phosphorylation de résidus situés entre les acides aminés 1002 et 1022 intervenait 
lors de l’internalisation du récepteur de l’EGF (Zwang & Yarden 2006). 
La phosphorylation des résidus Ser 1046 et 1047 joue également un rôle important dans la 
dégradation du récepteur suite à un traitement à l’anisomycine, un inducteur bien connu de 
l’activation de la MAPK p38 (Adachi et al. 2009). Il serait dès lors intéressant d’étudier par 
spectrométrie de masse les sites de phosphorylation du récepteur de l’EGF lors de la déplétion du 
cholestérol et voir, parmi ceux-ci, lesquels sont dus à l’activation de la MAPK p38. 
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 Dans le phénomène de migration et d’attachement  
La MAPK p38 semble également intervenir dans le phénomène de migration des kératinocytes 
puisque son inhibition empêche la recolonisation d’un scratch réalisé dans des cultures confluentes 
(Figure 2-22). Cette intervention pourrait se situer dans la production du facteur de croissance HB-
EGF, bien connu pour contribuer à la migration des kératinocytes (Shirakata et al. 2005), mais encore 
pour être régulé par l’activation de la MAPK p38 lors de la déplétion du cholestérol (Mathay et al. 
2008).  
La migration cellulaire nécessite une réorganisation du cytosquelette et nous avons montré un 
changement important de l’organisation du cytosquelette d’actine, suite à la déplétion du 
cholestérol, qui semble dépendre de l’activation de la MAPK p38 (résultats non montrés). Cette 
kinase intervenant dans l’activation de PRAK/MAPKAPK5, une protéine activée en situation de stress 
et intervenant dans la phosphorylation de HSP27 (New et al. 1998), il est possible que cette voie soit 
responsable des changements morphologiques observés. D’autre part, la MAPK p38 n’est pas activée 
lors de la déplétion du cholestérol dans des cellules sous-confluentes (résultat non montré). Son 
activation pourrait donc dépendre des changements de la membrane se produisant lors de la 
déplétion du cholestérol (particulièrement les contacts inter-cellulaires). Il est possible que les 
kératinocytes sous-confluents, n’étant pas (ou très peu) en contact les uns avec les autres, n’activent 
pas la MAPK p38.  
Figure D-1 : Activation de la MAPK p38 lors de la déplétion du cholestérol. 
La MAPK p38 est activée suite à la déplétion du cholestérol. Cette activation pourrait être due aux 
changements observés au niveau de la membrane plasmique et participe notamment à la 
phosphorylation et l’internalisation du récepteur de l’EGF.  
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En effet, des résultats obtenus au laboratoire montrent une diminution de l’abondance de la E-
cadhérine (participant à la formation des jonctions de type "adherens") ainsi qu’un marquage 
désorganisé de l’intégrine α6 (essentiellement localisée dans les jonctions d’ancrage de type 
hémidesmosome quand elle est associée à la sous-unité β4 dans les kératinocytes) (résultats non 
montrés). Ces résultats pourraient indiquer que les jonctions entre les cellules sont déstructurées 
suite à la déplétion du cholestérol, possiblement dans le but de permettre la migration des cellules 
(ou peut-être est-ce un élément participant à la différenciation des kératinocytes puisqu’ils doivent 
se détacher de la matrice pour pouvoir migrer dans les couches supérieures de l’épiderme ?) et 
pourraient éventuellement intervenir dans (ou dépendre de) l’activation de la MAPK p38.  
 
c. Comment le récepteur de l’EGF est-il activé en réponse à la déplétion du cholestérol ? 
Le récepteur de l’EGF a été un des premiers récepteurs à activité tyrosine kinase à être localisé dans 
les lipid rafts. Cependant, et contrairement aux autres récepteurs de ce type, sa présence dans ces 
domaines membranaires a un effet inhibiteur sur son activation (Pike 2005). Il a d’ailleurs été suggéré 
que l’association du récepteur de l’EGF avec les gangliosides GM3 (également présents dans les lipid 
rafts) soit à l’origine de cette inhibition en empêchant sa dimérisation ainsi que l’activation du 
domaine tyrosine kinase (Wang et al. 2002a).  
Le rôle du récepteur de l’EGF étant capital dans la physiologie des kératinocytes et le fait que Ralph 
Jans dans notre laboratoire (Thèse, 2004) ainsi que d’autres aient démontré son activation lors de la 
déplétion du cholestérol, nous avons cherché quel était le mode d’activation de ce récepteur lors de 
la déplétion du cholestérol dans les kératinocytes épidermiques.  
Les résultats obtenus avec les cellules HaCaT suggéraient une augmentation de l’activité basale du 
récepteur probablement due à l’augmentation de sa fonction tyrosine kinase intrinsèque (également 
montré dans d’autres types cellulaires (Chen & Resh 2002; Pike & Casey 2002; Ringerike et al. 2002)) 
et semblait indépendante de la présence de ligand. Cependant, le récepteur de l’EGF pourrait être 
activé suite au clivage de l’amphiréguline dans les kératinocytes épidermiques, mais également de 
façon indépendante de ligand. En effet, une courte incubation en présence de MβCD (ne réduisant 
pas de façon significative l’abondance du cholestérol en membrane) suffit à déclencher la 
phosphorylation et l’endocytose du récepteur de l’EGF (Figure 2-8), et la neutralisation, tant du 
domaine de liaison au ligand du récepteur de l’EGF que de l’amphiréguline (dont nous discuterons 
plus loin le rôle dans l’activation du récepteur de l’EGF lors de la déplétion du cholestérol), 
n’empêchent pas totalement la phosphorylation ni l’internalisation du récepteur suggèrent une 
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activation partiellement indépendante de ligand. Une possibilité d’explication de ce phénomène 
d’activation indépendante de ligand pourrait être que le retrait du cholestérol des membranes, si 
léger soit-il, déclenche une hyper-fluidification de la membrane plasmique, résultant en un 
mouvement des protéines qui pourrait induire une activation du récepteur de l’EGF suite à 
l’augmentation locale de la concentration en protéines, comme il a été montré pour HER2 (Nagy et 
al. 2002). D’autre part, le fait de déstructurer les lipid rafts pourrait très bien déstabiliser les 
interactions que le récepteur de l’EGF partage avec des molécules ayant un effet inhibiteur sur son 
activation (comme les GM3 ou la cavéoline) et de ce fait, induire son activation ou encore signifier 
que le cholestérol en lui-même pourrait avoir un effet inhibiteur sur le récepteur de l’EGF.  
Nos résultats semblent mettre en évidence deux populations de récepteurs de l’EGF, l’une étant plus 
sensible à la déplétion du cholestérol que l’autre. Ceci pourrait être l’effet de la localisation variable 
du récepteur de l’EGF dans la membrane plasmique. En effet, lorsque le récepteur se trouve dans des 
régions riches en cholestérol, ce dernier pourrait jouer négativement sur son activation en 
empêchant les changements de conformation nécessaires à la dimérisation du récepteur de l’EGF en 
situation non stimulée. Le fait de dépléter les membranes du cholestérol pourrait enlever des 
contraintes stériques et permettre une activation du récepteur de façon indépendante de ligand. De 
même, fluidifier localement la membrane par le retrait du cholestérol pourrait également conduire à 
une activation indépendante de ligand.  D’autre part, les récepteurs de l’EGF localisés dans d’autres 
régions membranaires (c’est-à-dire non lipid raft/cavéoles) pourraient être activés par 
l’amphiréguline. Nous pourrions donc être en présence de deux populations distinctes dont 
l’activation dépend ou non d’un ligand, mais qui sont toutes deux internalisées.  
Figure D-2 : Hypothèse des deux populations de récepteur de l’EGF. 
Si le récepteur de l’EGF est localisé dans des régions riches en cholestérol, la déplétion de ce composé pourrait 
induire une activation et une internalisation du récepteur qui sont probablement indépendantes de la présence 
de ligand. Tandis que si le récepteur de l’EGF est localisé dans des régions ne dépendant pas de la présence de 
cholestérol, ces phénomènes dépendront de la libération d’AR.  
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d. Rôle de l’amphiréguline dans l’activation du récepteur de l’EGF 
Suite à la publication d’une étude récente réalisée par le groupe d’Ullrich identifiant le rôle de 
l’amphiréguline dans l’activation du récepteur de l’EGF par les UV (Singh et al. 2009), nous avons ré-
examiné les résultats obtenus au Danemark. En effet, le fait de bloquer le site de liaison du ligand du 
récepteur de l’EGF dans les kératinocytes de types HaCaT lors de la déplétion du cholestérol nous 
avait semblé produire un résultat en accord avec la littérature, c’est-à-dire aucun changement 
majeur dans l’activation du récepteur de l’EGF, suggérant une activation indépendante de ligand. 
Cependant, nous n’avions pas prêté attention à la légère diminution de phosphorylation tant du 
récepteur de l’EGF que des MAPK ERK1/2 et la répétition de cette expérience avec des kératinocytes 
normaux a suggéré la présence d’un ligand participant, du moins partiellement, à l’activation du 
récepteur de l’EGF lors de la déplétion du cholestérol. Nous avons par la suite identifié ce ligand 
comme étant l’amphiréguline. Il est dès lors possible, au vu de ces résultats, que les kératinocytes de 
type HaCaT, ainsi que les cellules Cos-1 utilisées par Chen et Resh, expriment et sécrètent moins 
d’amphiréguline que les kératinocytes normaux et donc que l’activation du récepteur de l’EGF en 
réponse à la déplétion du cholestérol dans ces cellules dépende davantage des phénomènes ligand-
indépendants que d’une sécrétion plus importante d’amphiréguline, comme nous l’avons observé 
dans les kératinocytes normaux.  
La sécrétion d’amphiréguline observée suite à la déplétion du cholestérol est probablement due à 
l’activation d’une MMP par les Src kinases, comme représenté à la figure D-3. Bien que nous n’ayons 
pas recherché l’identité de la (ou des) MMP(s) responsable(s) de la libération de l’amphiréguline, les 
MMP-2 et -9 pourraient représenter de bons candidats. En effet, in vivo la MMP-2 est 
constitutivement exprimée dans l’épiderme tandis que la MMP-9 y est induite en condition 
inflammatoire. De plus, ces deux gélatinases sont présentes en surface des kératinocytes en culture 
(Varani et al. 2000; Xue & Jackson 2008) et l’utilisation du MMP-2/MMP-9 inhibitor II diminue 
fortement l’activation du récepteur de l’EGF chez les kératinocytes en croissance autocrine (Kansra et 
al. 2004). Enfin, l’expression de la MMP-9 semble être régulée par la présence de cholestérol dans les 
cellules HaCaT (Kim et al. 2007).  
Un autre candidat potentiel dans le clivage de l’amphiréguline serait ADAM17/TACE, dont il a été 
montré qu’elle régulait le clivage de l’amphiréguline lors de l’activation du récepteur de l’EGF 
dépendant des GPCR (Gschwind et al. 2003). On peut dès lors proposer que la MMP-2 ou 
ADAM17/TACE soit responsable de la libération rapide de l’amphiréguline tandis que la MMP-9, 
exprimée dans des conditions inflammatoires, clive plus tardivement le facteur de croissance HB-EGF 
dont nous savons qu’il est exprimé et libéré après la déplétion du cholestérol (Mathay et al. 2008). 
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Ce schéma d’activation du récepteur de l’EGF lors de la déplétion du cholestérol est tout à fait 
comparable à son processus d’activation en condition autocrine (Kansra et al. 2004; Kansra et al. 
2005), à la différence qu’il est exacerbé dans les conditions de déplétion du cholestérol. Cette 
amplification d’un mécanisme de stimulation autocrine pourrait être due à une sur-activation de la 
ou des MMPs responsables de la libération de l’amphiréguline ou à une activation plus importante 
des Src kinases responsables de l’activation des MMPs peut-être due à leur localisation dans les lipid 
rafts (Chen & Resh 2001). En effet, plusieurs MMPs, incluant les MMPs-1, -2, -3, -9, -10 et -19, sont 
induites ou sur-régulées dans des contextes inflammatoires ou de réparation des tissus dans les 
kératinocytes (revu dans (Kahari & Saarialho-Kere 1997). Dans ce contexte, il serait intéressant, après 
avoir identifié les MMP(s) responsable(s) du clivage de l’amphiréguline, de comparer leur niveau 
d’activation en condition basale et après avoir déplété le cholestérol. 
 
Parmi les membres de la famille des Src kinases, c-Src, c-Yes et Fyn sont exprimés dans les 
kératinocytes (Kansra et al. 2005) et tous trois interagissent avec le récepteur de l’EGF (Thomas & 
Brugge 1997). Nous n’avons pas recherché lesquels de ces membres étaient activés par la 
désorganisation des lipid rafts. Il est cependant à noter que si certains auteurs décrivent une possible 
activation des Src kinases lors de la déplétion du cholestérol (Chen & Resh 2002; Westover et al. 
2003), personne à ce jour n’a encore clairement démontré leur activation. Au contraire, la non-
Figure D-3 : Schéma de l’activation du récepteur de l’EGF par l’amphiréguline lors de la 
désorganisation des lipid rafts. 
Le récepteur de l’EGF peut être activé par l’AR, elle-même libérée de la membrane suite à l’activation de 
MMP et de Src kinase encore non identifiées. D’autres facteurs (extracellulaire, membranaire ou 
intracellulaire) participent également à l’activation du récepteur de l’EGF suite au retrait du cholestérol 
membranaire. 
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activation de v-Src due à son association diminuée avec les lipid rafts lors de la déplétion du 
cholestérol a récemment été montré dans des cellules MDCK exprimant un mutant thermosensible 
de v-Src (de Diesbach et al. 2008); reste à savoir si ce phénomène s’applique également à c-Src. 
Quoiqu’il en soit, il semble que dans nos conditions, une Src kinase participe à l’activation du 
récepteur de l’EGF lors de la déplétion du cholestérol. Et comme l’inhibiteur que nous avons utilisé 
n’est pas spécifique de c-Src, nous ne pouvons exclure la participation des autres membres de la 
famille des Src kinases dans cette phosphorylation. 
La phosphorylation de la Tyr 845 du récepteur de l’EGF lors de la déplétion du cholestérol pourrait 
être due, soit à une meilleure accessibilité de ce résidu tyrosine pour la Src kinase responsable de 
cette phosphorylation, soit à une activation accrue de cette kinase lors de la déplétion du 
cholestérol. Comparer son état d’activation en situation basale et suite à la déplétion du cholestérol 
pourrait répondre à cette question. De plus, la Tyr 845 du récepteur de l’EGF se trouve dans la boucle 
d’activation du domaine tyrosine kinase et sa phosphorylation est associée à une augmentation de 
l’activité kinase du récepteur de l’EGF (Maa et al. 1995). Il est donc possible que la phosphorylation 
de la Tyr 845 compte dans la part ligand-indépendant de l’activation du récepteur en réponse à la 
déplétion du cholestérol. L’étude de l’activation d’un récepteur muté spécifiquement sur la tyrosine 
845 et des signalisations activées par ce récepteur muté lors de la déplétion du cholestérol nous 
aiderait à comprendre le rôle des Src kinases dans l’activation du récepteur de l’EGF, tandis que 
l’étude d’un récepteur muté dans la poche de liaison du ligand permettrait d’identifier plus 
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e. Pourquoi le récepteur de l’EGF est-il activé lors de la déplétion du cholestérol ? 
Le récepteur de l’EGF régule de nombreuses fonctions de survie et de prolifération chez les 
kératinocytes épidermiques et son activation suite à la déplétion du cholestérol a été suggérée 
comme étant indépendante de ligand puisque le fait de bloquer le site de liaison du ligand 
n’empêche pas sa phosphorylation (Chen & Resh 2002). Nous avons toutefois montré que, dans les 
kératinocytes épidermiques, le processus d’activation du récepteur de l’EGF dépendait 
majoritairement de la libération d’amphiréguline. De plus, l’activation de la MAPK p38 semble avoir 
un rôle important lors de cette activation puisqu’elle régule l’internalisation du récepteur et semble 
également intervenir dans la phosphorylation de ce dernier. Il est cependant à noter que 
l’internalisation du récepteur de l’EGF n’est observable qu’une heure après le traitement à la MβCD, 
suggérant que le récepteur de l’EGF pourrait rester bloqué en membrane durant l’heure de déplétion 
du cholestérol. En effet, la MβCD perturbe les phénomènes d’endocytose (Rodal et al. 1999; Subtil et 
al. 1999) et nous avons observé qu’un traitement de 10 minutes avec la MβCD suivi de 20 minutes de 
récupération suffit à induire l’internalisation du récepteur de l’EGF (Figure 2-8). Ceci pourrait 
également suggérer que l’amphiréguline est libérée très rapidement lors de la déplétion du 
cholestérol. Nous reviendrons plus loin sur cette cinétique d’internalisation assez particulière. 
Concernant la voie d’entrée du récepteur de l’EGF, il a été montré qu’elle dépendait de la clathrine 
lors de son internalisation suite à un traitement à l’anisomycine ou aux UV (Vergarajauregui et al. 
2006; Zwang & Yarden 2006). Khan et al. ont cependant montré que l’internalisation du récepteur de 
l’EGF suite à un stress oxidatif se produit par les cavéoles, probablement suite à la phosphorylation 
de la Tyr 14 de la cavéoline-1 par les Src kinases (Khan et al. 2006). Malgré le fait que nous observons 
également une phosphorylation de la cavéoline-1 et que nous suspectons les Src kinases d’être 
activées suite à la déplétion du cholestérol, il est probable que l’internalisation du récepteur de l’EGF 
dans ces conditions ne s’effectue pas par les cavéoles étant donné que la cavéoline-1 est dégradée 
lors des périodes de récupération suivant la déplétion du cholestérol (Figure 1-7).  
Comme nous l’avons dit précédemment, l’internalisation du récepteur de l’EGF suite à la déplétion 
du cholestérol est relativement lente puisque ce n’est qu’après une heure de récupération suivant le 
traitement à la MβCD que nous avons observé le récepteur de l’EGF localisé près du noyau (Figure 2-
7). Cette internalisation décalée dans le temps peut être due à un ralentissement des mouvements 
membranaires suite au retrait du cholestérol, bloquant tout mouvement d’endocytose pendant 
l’heure de traitement, mouvements qui sont à nouveau possibles dès que les cellules ne sont plus en 
présence de MβCD. Il est intéressant de noter que l’amphiréguline déclenche une cinétique 
d’internalisation du récepteur de l’EGF relativement lente par rapport à l’EGF et dont le profil 
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correspond à ce que nous observons lors de la récupération. L’intervention de la MAPK p38 dans 
cette internalisation démontre cependant un processus inhabituel qui n’est pas uniquement dû à la 
liaison d’un ligand sur le récepteur de l’EGF. L’internalisation du récepteur de l’EGF pendant les 
heures qui suivent la déplétion du cholestérol n’est donc pas identique, tant au niveau trafic qu’au 
niveau du processus en lui-même, à l’endocytose déclenchée par un ligand. 
Nous pouvons supposer que l’internalisation du récepteur de l’EGF suite à la déplétion du cholestérol 
pourrait conférer une protection à la cellule, comme il semble que ce soit le cas lors de stress aux UV 
ou à l’anisomycine (Adachi et al. 2009) puisque l’internalisation du récepteur de l’EGF contribue 
essentiellement à diminuer la sensibilité de la cellule envers les ligands présents dans le milieu extra-
cellulaire, en dégradant le récepteur de l’EGF si le ligand est fort, ou en le recyclant si ce dernier n’est 
pas très puissant (Roepstorff et al. 2009). L’amphiréguline, n’étant pas un ligand puissant du 
récepteur de l’EGF, pourrait induire une internalisation du récepteur de l’EGF le mettant à l’abri 
d’autres ligands plus puissants (comme HB-EGF) qui seront produit par la suite et ainsi empêcher les 
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f. Le récepteur de l’EGF lors d’autres stress patho-physiologiques 
L’internalisation du récepteur de l’EGF lorsque les cellules HeLa sont en situation de stress (UV, TNFα, 
anisomycine) dépend de l’acivation de la MAPK p38 (Vergarajauregui et al. 2006; Zwang & Yarden 
2006). Ce mécanisme est également d’application lorsque les kératinocytes sont en situation de 
stress puisque nous l’avons observé lorsque l’homogénéité de la culture est rompue par un scratch 
ou lorsque les cellules sont mises en présence d’une molécule sensibilisante comme le DNFB. 
L’internalisation du récepteur de l’EGF de façon dépendante de l’activité de la MAPK p38 dans ces 
circonstances plaide pour un mécanisme similaire à celui que nous avons observé lors de la déplétion 
du cholestérol. Il est donc possible que ces types de stress passent par une déstabilisation des 
membranes (et donc des lipid rafts) conduisant à l’activation du récepteur de l’EGF. De plus, cette 
internalisation du récepteur de l’EGF pourrait jouer un rôle de protection de la cellule en situation de 
stress comme nous l’avons expliqué au point précédent. Il serait donc intéressant de tester d’une 
part si l’activation ainsi que l’internalisation du récepteur de l’EGF que nous avons observées dans 
ces conditions de stress dépendent ou non du clivage d’un ligand ancré en membrane, et d’autre 
part si ce mécanisme d’internalisation du récepteur de l’EGF a lieu dans d’autres types de stress dont 
on sait qu’ils interagissent avec les lipid rafts, comme par exemple les UV (Grether-Beck et al. 2008). 
Il est intéressant de noter le fait que les épidermes psoriatiques présentent une sur-expression 
d’amphiréguline, ainsi qu’une activation continue du récepteur de l’EGF, probablement responsable 
de l’hyper-prolifération des kératinocytes causant ce désordre épidermique (Piepkorn 1996; Cook et 
al. 1997). De plus, la sur-expression de l’amphiréguline semble induire un phénotype psoriatique 
chez des souris transgéniques où son expression est contrôlée par le promoteur de K14 en induisant 
une hyper-prolifération des cellules épidermiques (Cook et al. 1997). Ce ligand du récepteur de l’EGF 
pouvant également induire l’expression de la chémokine pro-inflammatoire IL-8 (Chokki et al. 2006), 
il est tout à fait probable qu’il fasse partie des causes/conséquences du développement du psoriasis. 
Le rôle du récepteur de l’EGF dans le développement de cette pathologie reste cependant encore 
assez flou, étant donné qu’on trouve des études démontrant soit des améliorations (Wierzbicka et al. 
2006), soit l’exacerbation de la maladie (Zorzou et al. 2004) après inhibition de l’activité kinase du 
récepteur de l’EGF. 
Le phénotype développé par les kératinocytes dont les lipid rafts ont été perturbés suite à la 
déplétion du cholestérol est relativement semblable à celui observé dans une pathologie comme le 
psoriasis. En effet, des résultats obtenus dans notre laboratoire lors des expériences de la thèse de 
Conny Mathay montrent une sur-expression du TNFα ainsi que de l’IL-8 après déplétion du 
cholestérol. Or ces deux cytokines sont présentes dans l’épiderme affecté par cette maladie. Il serait 
DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
 - 136 - 
dès lors intéressant d’étudier les lipid rafts dans des kératinocytes psoriatiques afin de voir s’ils sont 
perturbés. En effet, une diminution de la fluidité des membranes des érythrocytes et des leukocytes 
polymorphonucléaires a été observée chez des patients souffrant de psoriasis (Ferretti et al. 1989; 
Gornicki & Gutsze 2001), phénomène également observé lorsque les fibroblastes ou les kératinocytes 
sont déplétés en cholestérol (Kwik et al. 2003; Lambert et al. 2006).  
La déplétion du cholestérol chez les kératinocytes épidermiques conduit donc à l’activation du 
récepteur de l’EGF d’une part de façon indépendante de ligand et nécessitant probablement 
l’activation d’une Src kinase, et d’autre part de façon dépendante de la sécrétion d’amphiréguline 
(schématisé à la figure D-3). Il est probable que la sécrétion d’amphiréguline dans ces circonstances 
induise le développement d’un phénotype inflammatoire avant la mise en place de la différenciation 
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g. En conclusion  
De façon générale, nous avons montré que la déplétion du cholestérol dans les kératinocytes 
épidermiques conduit à la mise en place d’une signalisation impliquant notamment le récepteur de 
l’EGF. Si l’activation de ce récepteur avait précédemment été décrite pour être indépendante de 
ligand, nous avons montré le rôle important de la sécrétion d’amphiréguline dans cette activation 
chez les kératinocytes épidermiques. Cependant d’autres évènements, encore inconnus et 
indépendants de la présence de ligand, semblent également participer à l’activation du récepteur de 
l’EGF lors de la déplétion du cholestérol. Suite à son activation, et de façon dépendante de 
l’activation de la MAPK p38, le récepteur de l’EGF est internalisé durant les heures suivant la 
déplétion du cholestérol. A ce jour, nous n’avons pas élucidé les causes ni la signification de ce 
mécanisme d’internalisation assez particulier qui pourrait participer autant à la régulation négative 
du récepteur qu’à sa désensibilisation envers les facteurs de croissance extra-cellulaires.  
Etant donné que les acteurs participant au développement d’un phénotype, d’abord inflammatoire 
puis différencié, du kératinocyte en réponse à la déplétion du cholestérol partagent certaines 
analogies avec ceux impliqués dans le phénotype observé dans les épidermes psoriatiques, il serait 
intéressant de rechercher si le mécanisme que nous avons observé est également mis en place dans 
ces cellules et s’il est la cause ou une conséquence du développement de la maladie.  
D’autre part, nous avons montré que le processus d’internalisation du récepteur de l’EGF dépendant 
de l’activation de la MAPK p38 est également mis en place lors d’autres stress patho-physiologiques 
pour l’épiderme comme les scratch ou une incubation en présence d’une molécule sensibilisante 
comme le DNFB. Il serait dès lors intéressant de rechercher si ce mécanisme est mis en place dans 
d’autres types de stress physiologiques pour l’épiderme (comme les UV, les brûlures, les engelures 
ou d’autres molécules irritantes ou sensibilisantes) et d’investiguer si ce mécanisme, observé dans 
des cultures de kératinocytes en monocouches peut également prendre place dans des modèles 
d’épidermes reconstitués. De plus, ces stress pourraient également perturber la structure des lipid 
rafts, mais seule l’utilisation de techniques plus pointues que celles que nous avons utilisées jusqu’ici 
permettrait cette étude des structures membranaires.    
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